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H FIOCRUZ_
Leishmania (Viannia) braziliensis, cepa MCAN/BR/1998/R619:

variabilidade no perfil biol6gico e expressao génica de proteases
RESUMO

Os parasitos do género Leishmania, protozoarios veiculados por insetos flebotomineos e
responsaveis pelas leishmanioses visceral e tegumentar, se encontram amplamente
distribuidos pelo mundo. O potencial adaptativo destes protozodrios é um reflexo da
diversidade bioldgica do género Leishmania, em especial a espécie Leishmania (Viannia)
braziliensis, que se encontra em diversos biomas acometendo diferentes animais e
vetores de acordo com a regido que se encontra. Os estudos biologicos e de expressdo
génica de fatores de viruléncia do parasito sdo importantes para auxiliar na elucidacéo
destes mecanismos de adaptacdo. Portanto este trabalho tem o objetivo de avaliar
variacOes biolégicas e na expressdo de genes de proteinases de L. (V.) braziliensis, cepa
MCAN/BR/1998/R619 e seus clones. Inicialmente foi realizada uma andlise do genoma
de L. (V.) braziliensis frente aos de L. (L.) infantum, L. (L.) major e L. (L.) mexicana, com
0 proposito de identificar caracteristicas espécie-especificas que possam contribuir para
compreender as diferencas fenotipicas ou de viruléncia entre as espécies estudadas. Foi
observado que todos os cromossomos das quatro espécies apresentam genes de
proteases em diferentes quantidades; alto grau de conservacdo entre os alelos de
proteases; e as sequéncias dos genes de proteases dos parasitos nhdo apresentam
similaridade entre as de genes de proteases de mamiferos. Portanto, a andlise dos
genomas das Leishmania spp. indica uma grande diversidade de genes da protease
nestas espécies. Posteriormente foram obtidos clones da cepa em estudo oriundos de
um Unico promastigota e avaliados seu comportamento in vitro e o potencial biolégico
destes parasitos na infeccdo experimental in vitro. A cepa em estudo reune varios clones
de parasitos e estas produzem padrdes distintos de infec¢éo in vitro de macréfagos de
camundongos BALB/c; com produgdo de citocinas no sobrenadante de forma
heterogénea. Algumas sao menos indutoras de IL-1B e IL-6, e as citocinas TNF-a e IL-
12p70, bem como o 6xido nitrico, sdo induzidas de forma equilibrada pelos clones
estudados. Uma analise de agrupamento permitiu a classificagéo de dois grupos distintos
dos clones obtidos neste estudo. O conjunto de dados que mais influenciou para a
definicdo destes grupos foi os relativos a infeccdo em macréfagos peritoneais murinos.
Isto ressalta a possibilidade de haver outros marcadores, ndo contemplados neste
estudo, que influenciam no sucesso da adaptacdo da cepa em estudo ao
hospedeiro vertebrado. Também foi observado que os clones da cepa expressam
diferentemente os genes das quatro classes de proteinases. Os amastigotas expressam
mais proteinases que os promastigotas. Entre os promastigotas ha maior expressao de
aspartico e metaloproteinase enquanto que 0s amastigotas expressam mais metalo e
serino proteinases. A diversidade da espécie vista entre isolados p6de ser comprovada
também dentro de uma Unica cepa. O conjunto de resultados agrupados aqui enfatiza a
capacidade da L. (V.) braziliensis utilizar a plasticidade de seu genoma para modular seu
fenotipo e aumentar suas chances de sobrevivéncia nos hospedeiros.
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Leishmania (Viannia) braziliensis, strain MCAN/BR/1998/R619: variability of biological
profile and expression of proteases genes
ABSTRACT

Parasites of the genus Leishmania are protozoans transmitted during the bite of female
phlebotomines and are the causative agents of visceral or tegumentary leishmaniasis,
presenting a worldwide distribution. The adaptative potential of these protozoa is a
reflection of their biological diversity, especially that of the species Leishmania (Viannia)
braziliensis, which is found in many biomes and affect different animals and vectors.
Studies about the biology of parasites and their expression of virulence factor genes are
important to help on the elucidation of their mechanisms of adaptation. Therefore, the
purpose of this work is to evaluate the the biology and expression of protease genes of L.
(V.) braziliensis, strain MCAN/BR/1998/R619, checking for variations among clones of this
strain. Initially, we performed a comparative analysis of L. (V.) braziliensis genome against
L. (L.) infantum, L. (L.) major and L. (L.) mexicana genomes to identify species-specific
features that could potentially relate to characteristic phenotypic and virulence traits of the
species. We could observe that protease genes are present in all chromosomes of the
studied species, but in different frequencies. Additionally, a high degree of alleles
conservation was noted, as well as a prominent distinction among the protease gene
sequences of parasites and those of mammals, with no similarity detected. Thus, the
analysis of genome of Leishmania spp. pointed to a great diversity of protease genes in
these species. In an additional analysis, we obtained clones from single promastigotes
isolated from L. (V.) braziliensis strain MCAN/BR/1998/R619 and evaluated their
behaviors in vitro as well as their potential to cause infection in BALB/c macrophage
cultures. Our results suggested that this strain is, in fact, composed by many clones with
different characteristics, as they are able to promote distinct patterns of infection in
macrophages in vitro, with a heterogenic production of cytokines by these cells. While
some clones induced lower IL-1f or IL-6 production, TNF-a, IL-12p70 and nitric oxide
production were homogeneously induced by the clones. A cluster analysis led to the
classification of two distinct groups of clones in this study. Data analysis indicated that the
capacity to promote infection in murine macrophages was the feature that most
contributed to the clusters definition. However, the possibility remain that other features,
no analyzed in the present study, could also play important roles regarding the success
the studied strain’s adaptation to the vertebrate host. It was also observed that the clones
differentially expressed genes related to the four main protease classes of Leishmania:
cysteine, serine, metallo and aspartic-proteinases. Generally, the amastigotes expressed
higher levels of proteinases-related mRNAs than promastigotes. Also, it was observed
that promastigotes express more aspartic and metalloproteinases MRNAs, while
amastigotes express more metallo and serine proteinases mRNAs. Therefore, a reflection
of the features diversity already reported among isolates of L. (V.) braziliensis can also be
noted among clones of a single strain. The results gathered herein emphasize the ability
of L. (V.) braziliensis to apply its genome plasticity to modulate its phenotype and, thus,
increase its odds to survive in the vertebrate host.
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1.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR — CONSIDERACOES GERAIS

Os parasitos do género Leishmania, protozoarios veiculados por insetos
flebotomineos e responsaveis pelas leishmanioses visceral e tegumentar, se
encontram amplamente distribuidos pelo mundo. Os dados mais recentes
apontam um total de 98 paises e trés territérios endémicos para a transmissao
das leishmanioses, totalizando 220 mil casos por ano de leishmaniose tegumentar
(LT). Os dez paises mais afetados, que juntos albergam 70 a 75% dos casos,
sdo: Afeganistdo, Argélia, Colombia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru (Alvar et al., 2012).

A forma tegumentar da leishmaniose no Velho Mundo € conhecida ha
milénios, podemos encontrar referéncias a ela nos textos biblicos e em
manuscritos orientais. O papiro de Ebers, um dos tratados médicos mais antigos
de aproximadamente 2000 anos a.C, relata uma doenca com caracteristicas
semelhantes a leishmaniose tegumentar (LT), denominada botdo do Nilo
(Oumeish, 1999). Na Asia Central a enfermidade era conhecida como “Ulcera de
Balkh”, referéncia ao nome da cidade de Balkh no Norte do Afeganistao, area de
alta endemecidade de LT. Outras denominacdes ja foram dadas as lesdes tipicas
da doenga, tais como “botdo de Biskra”, “botdo do Oriente”, “ulcera de Baghdad”,
“Ulcera de Delhi”, “dOlcera de Ashkabad” entre outros. Comumente eram
referéncias ao nome do local onde ocorriam de forma endémica (Brumpt &

Pedroso 1913, Grevelink & Lerner, 1996).

Os primeiros relatos cientificos datam de 1903, trata-se da descricdo de
protozoarios isolados de uma lesdo cutédnea de uma crianca, feita pelo patologista
James Homer Wright que foi classificado como Helcosoma tropicum (Wright,
1903). A espécie foi reclassificada por Luhe (apud Altamirano-Enciso et al., 2003)
em 1906. Entretanto os parasitos foram observados anteriormente no ano de

1885 por David Cunningham e em 1898 por Piotr Borovsky (apud Cox, 2002).

Em uma revisdo de 1925, dos Annaes Brasileiros de Dermatologia e
Syphilographia, intitulada “Contribuicbes ao estudo da leishmaniose tegumentar
no Brasil’, Eduardo Rabello dividiu a histéria da leishmaniose tegumentar no

Brasil em trés periodos. O primeiro tem a origem incerta e vai até 1895 e

17



corresponde a observacao clinica do “botdo da Bahia” e sua associagao ao “botéo
do Oriente” como era descrita a forma tegumentar no Velho Mundo; o segundo vai
até 1909 quando o agente etiolégico é descrito por Adolpho Lindenberg em Sao
Paulo (Lindenberg, 1909) e o terceiro com inicio em 1910 destaca a associacao
do parasito a forma mucosa devido ao seu achado em lesGes deste tipo, até a
publicacdo do artigo com a descricdo da espécie Leishmania braziliensis por
Gaspar Vianna, em 1911. (Vale & Furtado, 2005).

A julgar pelos dados notificados recentemente pelo Ministério da Saude no
Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) apresentou de 1985 a 2005
uma média de 28.568 novos casos anuais (Ministério da Saude, 2010), de 2007 a
2011 a incidéncia anual foi de 11,3 casos a cada 100 mil habitantes (Data SUS,
2014) (Figura 1).
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Figura 1: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil nos ultimos 21 anos. O
gréfico representa a taxa de incidéncia de LTA entre o ano de 1990 e 2011, nimero de
casos por 100.000 habitantes. Os dados para construcao deste grafico foram obtidos na
pagina eletrébnica do Ministério da Salde no DATASUS, InformacBes de Saude
(TABNET) no Sistema de Informacdo de  Agravos de  Notificacdo
(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2012/d0202.def) pesquisa em
22/05/2014.
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1.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR — CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Os protozodrios agentes etiolégicos da LT possuem ciclo de vida
heteroxénico, alternando estagios de vida entre hospedeiros mamiferos e
invertebrados. As principais espécies causadoras da LT no Brasil sdo: Leishmania
(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, e Leishmania (Leishmania)
amazonensis, todas transmitidas por fémeas de flebotomineos (Grimaldi et al.,
1989). A L. (V.) braziliensis € o principal agente etiolégico da forma mucocutanea
da doenca nas Ameéricas, e o mais frequente agente da LT no Brasil (Rangel &
Laison, 2003). Sendo uma das afeccdes dermatolégicas que merecem mais
atencdo devido ao risco de causarem deformidades e seu consequente
envolvimento psicologico refletindo nas areas social e econbmica, ja que é

classificada como uma doenca ocupacional (Ministério da Saude, 2010).

Nas areas endémicas, as leishmanioses demonstram uma distribuicéo difusa,
composta por trés principais tipos de padrbes epidemioldgicos: (i) um silvestre,
onde se apresenta como uma zoonose, que pode acometer o ser humano quando
em contato com este ambiente; (i) um ocupacional ou de lazer, associado a areas
onde houve derrubada de mata para construgdo de novos empreendimentos; (iii)
e um rural e periurbano, em &reas de colonizacdo de matas secundarias ou
residuais (Ministério da Saude, 2010). A diversidade dos ciclos de transmisséo,
com diferentes vetores, parasitos e espécies hospedeiras, contribui para a
complexidade epidemiolégica da doenca. Entretanto, alteracbes ambientais
causadas pelo homem ou por eventos naturais afetam as populacdes de espécies
envolvidas influenciando no risco de se contrair a doenca (Patz et al., 2000;
Dujardin et al., 2006).

Os protozoarios do género Leishmania se apresentam sob duas formas
principais: (i) células de 5-15um, alongadas e com flagelo livre, encontradas no
tubo digestorio do hospedeiro flebotomineo e denominadas promastigotas; (ii) e
as amastigotas, células ovoides de 3-5um, iméveis com pequeno flagelo restrito a
bolsa flagelar, encontradas no interior de células do hospedeiro mamifero (Bates,
2008; Kamhawi, 2006).
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Ambas as formas do parasito podem ser mantidas em laboratério, in vitro,
utilizando diferentes meios de cultura. O mais comumente empregado para o
isolamento de parasitos de lesdo € o agar sangue de Novy e McNeal, modificado
por Nicolle, conhecido como NNN, e suas modificacbes, 0os promastigotas sao
mantidos a 24-28°C (Gontijjo & Carvalho, 2003). A obtencdo de amastigotas
também é possivel, esta é alcancada com a diferenciacdo e replicacdo in vitro
através de cultura de macrofagos humanos e murinos (Gantt et al., 2001),
macrofagos J774 (Chang et al, 2003; Wanderley et al., 2009), fibroblastos (Corte-
Real et al.,, 1995; Bogdan et al., 2000; Pessotti et al., 2004; Hespanhol et al.,
2005), células dendriticas (Jebbari et al., 2002, Colmenares et al., 2004),
neutroéfilos (Laskay, Zandbergen, Slobach, 2003). Entretanto também é possivel o
cultivo de amastigotas axénicas. Ao mimetizar as condi¢cbes de pH e temperatura
ocorridas no meio intracelular, habitat natural das amastigotas de Leishmania,
pode se induzir as transformacbes morfolégicas do parasito. Estudos
demonstraram que somente a elevacdo da temperatura possibilitou as alteracfes
morfolégicas (Hunter et al., 1982; Darling & Blum, 1987; Bates, 1992), e até
mesmo alteracdo no perfil antigénico (Fehniger et al., 1990; Rainey & Spithill,
1991). Com a estratégia de acidificar o pH do meio de cultura foi possivel a
diferenciacéo das formas metaciclicas de L. (L.) mexicana em amastigotas (Bates,
1994). Utilizando tanto a meio de cultura mais acido, quanto a elevacdo da
temperatura para 32°C foi possivel gerar formas amastigotas de L. (L.)

amazonensis (Cysne-Finkelstein et al., 1998).

Os vetores das leishmanioses sdo as fémeas de insetos pertencentes a
ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (Young &
Duncan, 1994). Estas se infectam quando ingerem as amastigotas, encontradas
livres no tecido ou em fagolisossomos de macrofagos e outros fagocitos, ao
realizarem o repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado (Handman
& Bullen, 2002). No intestino do inseto vetor os parasitos se diferenciam em
promastigotas prociclicos, que sdo formas ovoides de flagelo curto, pouco méveis
(Pimenta et al.,, 1997; Soares et al., 2005). Estas formas se multiplicam por
divisdo binaria, escapam do espaco endoperitéfrico (Sadlova & Volf, 2009) e se

fixam em por¢des especificas do tubo digestivo, de acordo com o subgénero a
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que pertencam para evitar que sejam expulsas pela defecacdo com o bolo
alimentar (Bates & Rogers, 2004).

No subgénero Viannia os parasitos se aderem preferencialmente a regido
peripilarica e no subgénero Leishmania a regido suprapilarica do intestino do
inseto vetor (Nieves & Pimenta, 2000). Em uma etapa seguinte, alguns parasitos
se diferenciam em promastigotas metaciclicos, forma infectante para mamiferos,
num processo conhecido como metaciclogénese. Estas formas migram para o
intestino anterior do inseto onde secretam quitinases (Ramalho-Ortigdo & Traub-
Cseko, 2003; Ramalho-Ortigdo et al. 2005), que causa danos a valvula
estomodeal do inseto, e PSG (promastigote secreted gel), ambos dificultam o
processo de sucg¢do sanguinea e, em um proximo repasto, o flebotomineo
regurgita o sangue recém ingerido, contaminado com formas promastigotas

metaciclicos, na pele de um hospedeiro vertebrado levando a continuidade do
ciclo do protozoario (Bates, 2008; Bates, 2007; Rogers et al., 2002).

Estudos visando conhecer a quantidade de promastigotas depositados na
derme do hospedeiro vertebrado por um anico flebotomineo ja foram realizados e
ambos demonstraram que esta quantidade pode variar bastante de um inseto
para outro. Enquanto um demonstrou que alguns insetos transmitem baixas
doses, menos de 600 parasitos, enquanto outros variavam de mais de 1.000 a
100 mil parasitos (Kimblin et al., 2008); outro estudo demonstrou que o numero de
parasito transmitido por um Gnico inseto variava de 4 a 4,19x10'* promastigotas
(Maia et al, 2011).

Uma vez na derme para sobreviverem e se multiplicarem neste novo
microambiente, os promastigotas passam por profundas alteragdes bioquimicas e
morfolégicas (Turco & Descoteaux, 1992). Devem resistir a acdo litica do
complemento e serem fagocitados por células mononucleares, onde se
diferenciam em amastigotas que se multiplicam por fissdo binaria até romperem a
célula densamente parasitada, infectando novas células e, desta forma,

perpetuando a infecgao (Lodge & Descoteaux, 2005).

Em recente publicacédo de um capitulo de livro dedicado aos componentes de

superficie do parasito e o papel destes na interacdo parasito-hospedeiro,
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descrevemos que parasitos do género Leishmania possuem um arsenal variado
de componentes estruturais e funcionais, essenciais para sua adaptagdo nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados (ANEXO I). De fato, a superficie celular
desses parasitos representa o primeiro contato com os diferentes microambientes
dos seus hospedeiros, e os componentes de superficie proporciona o sucesso do

ciclo biologico da Leishmania spp.

A camada mais externa da membrana plasmatica desses protozoarios
constituida por uma rede entrelacada de carboidratos ligados covalentemente aos
lipideos e proteinas, conhecida como glicocalice, de forma geral, é rico em
glicosilfosfatidilinositol (glycosylphosphatidylinositol — GPI), lipofosfoglicanos
(lipophosphoglycan — LPG), glicoinositolfosfolipideos (glycoinositolphospholipids —

GIPLSs), proteinas e enzimas (Tabela 1).

Dentre estes componentes de superficie destaca-se o LPG com uma gama de
atuacbes no hospedeiro vertebrado e invertebrado, sendo uma vantagem
adaptativa destes parasitos. A estrutura e a expressao do LPG variam entre as
diferentes espécies e estagios evolutivos do protozoario, mostrando-se uma
importante ferramenta na adaptacdo do parasito ante os diferentes
microambientes dos hospedeiros (Pimenta, Saraiva & Sacks, 1991; Saraiva et al.,
1995; Olivier, Gregory & Forget, 2005; de Assis et al., 2012). Estudos in vitro
utilizando L. (L.) major indicaram que a forma especifica de LPG de amastigota
desaparece apos 48 horas da transformag¢do amastigota-promastigota, enquanto
durante a transformacdo promastigota-amastigota, a forma especifica de LPG de
amastigota foi detectada 12 horas apés a infecgéo (Glaser et al., 1991). Em outras
espécies, como L. (L.) donovani, a forma especifica de amastigota nao e
detectada (McConville & Blackwell, 1991).

O tipo de ancoramento do LPG a superficie da membrana plasmatica é
realizado por um grupamento GPI [1-O-alquil-2-lisofosfatidil(mio)inositol] presente
em todas as espécies de Leishmania analisadas até o0 momento (McConville &
Ralton, 1997; Turco & Descoteaux, 1992). Variagbes na estrutura do LPG podem
ser detectadas dentro de uma mesma espécie e entre espécies de Leishmania,
revelando um polimorfismo dos oligossacarideos que as constituem, servindo,

assim, como marcador especifico de espécies ou do estagio em que se encontra
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0 parasito, como proposto para L. (L.) mexicana, L. (L.) major, L. (L.) donovani, L.
(L.) chagasi (Turco & Sacks, 1991; llg et al., 1992; Mahoney et al., 1999; Soares
et al., 2002). O LPG das formas prociclicas de L. (V.) braziliensis foi caracterizado
por ndo conter cadeias laterais de acucares, diferentes das espécies do
subgénero Leishmania. Essa modificacdo foi descrita como um novo mecanismo
na regulacédo da estrutura do LPG durante a metaciclogénese (Soares et al.,
2005).

No hospedeiro vertebrado, o LPG € um importante ligante de macrofagos,
estando diretamente envolvido nas etapas iniciais da infeccdo. Promastigotas
Ipgl- de L. (L.) major se mostraram altamente suscetiveis a acdo do sistema
complemento, além de terem sido afetados por agentes oxidantes produzidos
pelas células do hospedeiro e perderem a capacidade de inibir a fusdo do
fagolisossomo (Spath, 2000; Handman & Goding, 1985; Spath et al., 2003). Sabe-
se também que o LPG de Leishmania spp. exerce uma acao inibitéria sobre a
atividade da proteina quinase C (PKC) de macréfagos, favorecendo o
estabelecimento e manutencdo da infeccdo, uma vez que essa enzima € um
componente-chave do processo de ativacdo de tais células (Turco, 1999;
Delgado-Dominguez et al., 2010). Um estudo avaliando agéo de trés tipos de LPG
de L. (L.) infantum indicou que apenas uma variante € capaz de estimular a
producado de oxido nitrico em macréfagos murinos (Coelho-Finamore et al., 2011).
Em relacdo ao sistema complemento, o LPG de promastigotas metaciclicas de
L.(L.) major inibe a formacdo do complexo de ataque a membrana em virtude de

suas longas cadeias de acucar (Puentes et al., 1988; 1990; Sacks, 1992).

Destacam-se também as proteases de superficie com importantes atuacdes no
hospedeiro mamifero, como nas fun¢des de macrofagos, e no inseto vetor, como
proteger os promastigotas da acao de proteases do inseto. E, é cada dia evidente
o0 papel das cisteino-proteinases na resposta imune da LT do hospedeiro

vertebrado, como enzima e como indutor de resposta imune celular (Tabela 1).
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Tabela 1: Principais componentes de superficie de Leishmania spp. e suas
atuacdes nos hospedeiros.

Componentes Fungao
Hospedeiro Vertebrado Hospedeiro Invertebrado
LPG Ligante de macrofagos; Fixa promastigotas
Inibe a atividade da PKC de macroéfagos; prociclicas ao epitélio
Em metaciclicos: (a) inibe a formagdo do complexo  intestinal
de ataque a membrana; e (b) ativa complemento
proporcionando a ligagdo ao macroéfago via C3bi;
Atua na resposta imune inata via células NK e
células dendriticas através do receptor toll-like 2 e
pelo aumento de INF-Y e TNF-a
GIPLs Inibe sintese de 6xido nitrico em macréfagos; FNd
Inibe atividade de PKC;
Influencia a taxa de infec¢do de macréfagos;
Proteinas e enzimas:
KMP-11 Imunomodulagdo FNd
HASP Imunomodulagdo FNd
Amastina Invasdo e multiplicagdo intracelular FNd

Receptor de adenil
ciclase

Indugdo de mudanga de estagio de promastigota a
amastigota

Induz a mudanga de
estagio de amastigota a
promastigota

gp46/M-2 FNd FNd
PPG mPPG - Ligante de receptores de macréfagos mPPG - ligante de células
do tubo digestodrio
aPPG - contribuir para manutencgdo do vacuolo FNd
parasitéforo
aPPG - ativa complemento via proteina ligadorade  FNd
manose
FNd fPPG — dificulta ingestdo
de alimento do flebétomo;
AcPs MACPs/SAcPs - interferem na produgdo de Idem

metabdlitos oxidativos (H,0,, OH’, 0%)

3'-nucleotidase e 5'-
nucleotidase

Papel nutricional — hidrélise de nucleotideos a
acidos nucléicos (3'-AMP e 5'-AMP)

Idem

Ca’- ATPase

~ o 2 . 4t
Manutengdo dos niveis de Ca”" citoplasmatico e do
fagossomo;

Manutencdo dos niveis de
2+ . ]
Ca” citoplasmatico

Mg**- ATPases

Funcdo de bomba de extruso de H';
Acumulacgdo de glicose e potassio
Pré-adaptagdo dos promastigotas no macréfago

FNd

Metaloproteinase

Hidrdlise e inativagdo de imunoglobulinas G;
Inativagao do fator C3b em C3bi do complemento;
Adesado e interiorizagdo nos macréfagos

Protege os promastigotas
da agdo de tripsina e
quimiotripsina do
intestino do inseto;

Cisteina proteinase

Imunorregulador na leishmaniose cutanea: com
atividade enzimatica sobre componentes do
sistema imune e pela atuagao da regido C-terminal
na indugdo resposta Th2.

FNd

PLH

Ligacdo dos promastigotas aos macrofagos

Ligagdo dos promastigotas
ao trato digestério de
flebotomos;

FNd — fun¢céo ndo determinada
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As glicoproteinas de superficie do parasito estdo envolvidas no processo de
ligagcdo com os receptores da célula hospedeira, sendo a glicoproteina 63 (gp63)
e 0 LPG maiores glicoconjugados envolvidos no processo (Murray et al., 2005).
Embora ndo possua um mecanismo ativo de entrada na célula, o parasito se
utiliza desses ligantes de superficie, sendo fagocitados por meio de endocitose
mediada por receptores (Alexander, Satoskar, Russell, 1999). Estudos
demonstram que os polimorfonucleares (PMN) sdo os primeiros leucocitos a
chegarem ao sitio de infec¢do, fagocitando os parasitos; os macréfagos sao
capazes de fagocitar PMN infectados, portanto as Leishmania spp. utilizariam os
granulécitos como “cavalos de Troia” para entrarem nas células hospedeiras de
forma “silenciosa” (van Zandbergen et al., 2004; Laskay , Zandbergen , Solbach,
2008). Estudos in vivo de lesdo experimental demonstraram a presenca de
parasitos degradados no interior de neutréfilos que ndo pertenciam ao infiltrado
celular inicial (Andrade et al.,1984; Beil et al.,1992). Ha evidéncia, mesmo que
indireta da destruicdo de parasitos por neutréfilos devido ao grande numero de
parasitos lisados observados no espaco extracelular entre debris de neutrdéfilos e
leucécitos (Pompeu et al.,1991). Ribeiro-Gomes e Sacks (2012) sugerem que a
influéncia da resposta dos neutrdfilos no resultado da infeccdo depende

principalmente do tempo do recrutamento e ambiente tecidual onde ocorre.

Dependendo do estagio e espécie, estes parasitos podem se evadir da
resposta inata, remodelar compartimentos intracelulares e vias metabdlicas e
prejudicar acbes de macréfagos e células dendriticas (McMahon-Pratt &
Alexander, 2004).

As estratégias do parasito para invadir as células hospedeiras e manter-se
neste ambiente hostil sdo eficientes e caracterizam o0 seu sucesso adaptativo.
Somente uma resposta celular efetiva seria capaz de combater o parasito, com a
ativacdo de linfocitos T CD4+ capazes de ativar a funcédo leishmanicida de
macréfagos e mondcitos. A ativacdo, ou ndo, da funcdo leishmanicida dos
macrofagos durante a infeccdo por Leishmania sp € um delicado equilibrio na
relacédo parasito hospedeiro, onde a diferenciacdo de subpopulacdes de células T
CD4+, linfocitos T helper 1 (Thl), linfocitos T helper 2 (Th2) dependem de

citocinas presentes no microambiente durante a ativagdo de células T CD4+ nao

25



primados. Dependendo deste balanco de citocinas, moléculas co-estimulatorias,
genética do hospedeiro e estimulos antigénicos (Ettinger et al., 2009; Blackwell et
al., 2009; Kaye & Scott, 2011), as células T se diferenciam em determinada
subpopulacdes Th e produzem um painel de citocinas. Estas, por sua vez, agem
nos macrofagos hospedeiros e os preparam para serem efetivos ou ndo contra
Leishmania (Gollob, Viana, Dutra, 2014).

O uso de linhagens de camundongos resistentes e suscetiveis a leishmaniose
€ bastante importante como modelo para avaliacdo e compreensdo da
polarizacdo das respostas imunoldgicas Thl e Th2 (Tacchini-Cottier, Weinkopff ,
Launois, 2012). As linhagens inbred utilizadas, incluindo os camundongos
BALB/c, em geral sdo resistentes a infec¢ao por L. (V.) braziliensis. Atualmente é
estabelecido que o hamster € um modelo apropriado para estudos da
imunopatogénese da leishmaniose tegumentar causada por L. (V.) braziliensis
justificando seu uso em protocolos que envolvem avaliagdes clinicas,
desenvolvimento de vacinas e quimioterapia (Martinez et al., 2000; Gomes-Silva
et al., 2013). Entretanto, estudos que utilizam diferentes vias de inoculacdo
demonstram que estratégias deste tipo podem variar o grau de suscetibilidade
das diversas linhagens de camundongos as espécies do subgénero Viannia (de
Moura et al., 2005).

Durante a infeccdo por Leishmania spp. o lipopolissacarideo (LPS) e IFN-y
podem promover a ativacdo classica de macrofagos. Uma vez ativados estas
células passam a produzir mais IL-12 e IL-23 e menos IL-10, uma citocina anti-
inflamatéria. Os macréfagos sdo capazes de produzir moléculas efetoras, como
espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico, citocinas inflamatérias, como IL-1,
TNF-a, IL-6. Quando ativados se comportam como indutores de resposta
imunoldgica celular, promovendo diferenciacdo de linfocitos Thl, e mediando
resisténcia de patdgenos intracelulares e células tumorais (Raes et al., 2007).

A resisténcia ou suscetibilidade as leishmanioses tem sido associada ao
balanco entre as respostas celular e humoral (Belosevic et al., 1989). Vérios
estudos com L. (L.) major utilizando camundongos BALB/c e C57/BL6 como
modelos de infeccado tém demonstrado que um progndstico associado a resposta

que é predominantemente Thl é determinado pela producéo de citocinas IL-12 e
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TNF-a. A suscetibilidade a manifestacbes mais sérias da doenca estdo
associadas a ativacao de linfécitos Th2 e est4 baseada na producado de citocinas
anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 (Bogdan et al., 1996; Launois et al., 1998; Sacks &
Noben-Trauth, 2002; Mansueto et al., 2007). J& em L. (V.) braziliensis, outro
quadro é observado. Uma resposta Thl exacerbada (hiperergia) pode ser vista e
promove um aumento do dano tecidual préximo a regiées onde ha altos niveis de
antigenos de parasitos. Esta observagdo € caracteristica da forma mucosa da
doenca que é associada a altos niveis de IFN-y e TNF-a (Cavalho et al., 1985;
Da-Cruz et al., 1996; Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Amato et al.,, 2003) e uma
regulacao deficiente relacionada a baixa producao de IL-10 (Bacellar et al., 2002)

e expressao reduzida de receptore desta interleucina (Faria et al., 2005).

1.3 Leishmania (Viannia) braziliensis

A Leishmania (Viannia) braziliensis € a espécie na qual o presente estudo
esta focado, pertence ao complexo que leva o mesmo nome e foi descrita pela
primeira vez em 1911 por Gaspar Viannia (Vianna, 1911; Deanne, 1985). Sua

classificacdo taxondmica € a seguinte:

Reino: Kinetoplastida

InfraReino: Excavata Cavalier-Smith, 2002 emend. Simpson 2003

Classe: Kinetoplastea Honigberg 1963

Ordem: Trypanosomatida Kent 1980, emend. Vickerman in Moreira et al. 2004
Familia: Trypanosomatidae Doflein, 1951

Subfamilia: Leishmaniinae Maslov and Lukes in Jirku et al. 2012

Género: Leishmania

Subgénero: Viannia (Laison and Shaw, 1987).

Espécie: Leishmania braziliensis Vianna, 1911emend. Matta, 1916.

27



Esta espécie & o agente mais importante de LT nas Américas, os limites de
ocorréncia sédo ao Norte, Ameérica Central e ao Sul, o norte da Argentina, incluindo
todos estados do Brasil. Acomete diversas ordens de mamiferos, incluindo
roedores, canideos, felideos, equideos e o homem (Ministério da Saude, 2010).
Pequenos mamiferos silvestres ja tiveram a infeccdo natural comprovada como
Oryzomys capito (Forattini et al., 1973) Bolomys lasiurus, Nectomys squamipes
(Brand&o-Filho et al., 2003), Oryzomys subflavus (Oliveira et al., 2005), Dideplphis
albiventris (Brandao-Filho et al., 2003; Schallig et al., 2007), além do Rattus rattus
(Alencar, Pessoa, Fontenele, 1960, Brandao-Filho et al., 2003, Oliveira et al.,
2005).

Quanto aos seus vetores, diversos flebotomineos sdo incriminados como
vetores da L. (V.) braziliensis (Ministério da Saude, 2010), no entanto somente
Psychodopygus wellcomei tem a competéncia vetorial comprovada (Ryan et al.,
1987). Para serem considerados vetores devem obedecer a alguns critérios
como: antropofilia, infeccdo natural pelo parasito ou quando o0s parasitos
identificados sdo do subgénero Viannia, sendo que todos estes devem estar
associados a areas onde h& ocorréncia de casos humanos. Os demais vetores
foram incriminados devido a esses fatores, sendo alguns deles: Nyssomyia
intermedia, Nyssomyia neivai, Nyssomyia whitmani, Migonemyia migonei,

Pintomyia fischeri e Pintomyia pessoai (Diniz et al., 2014).

A infeccdo por L. (V.) braziliensis apresenta um periodo de incubacdo que
pode variar de duas semanas a varios meses e as lesbes cutaneas constituem
Ulceras rasas, circulares, com bordas elevadas e bem definidas e com assoalho
da ulcera de aspecto granular. Nas infec¢cdes pela L. (V). braziliensis, a
linfadenopatia regional geralmente precede o surgimento de ulceracdes por uma a

doze semanas (Gontijo & Carvalho, 2003).

As formas clinicas de leishmaniose mais comuns causadas por L. (V.)
braziliensis incluem a cutanea localizada, a forma mucosa e a disseminada. E
importante distinguir a forma disseminada da forma localizada com multiplas
lesGes, nesta Ultima os pacientes apresentam lesdes que aparecem em diferentes
épocas da infeccdo. Ja na forma disseminada apresentam uma Ulcera

inicialmente isolada, que dentro de poucos dias se desenvolve para mais de cem
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lesdes que podem ser, papulas, ulceras, acneiformes ou nodulares. (Carvalho et
al., 1994; Turetz et al., 2002; Guimarées et al., 2009). O diagndstico definitivo
depende do encontro e identificacdo de amastigotas em tecido ou promastigotas
em meio de cultura (Gontijo & Carvalho, 2003), entretanto na pratica clinica nem

sempre € possivel.

Até a década de 1950 a expansdo da LTA por todo Brasil foi associada a
grandes desmatamentos para a construcado de estradas, moradias, industrias, a
partir de 1960 o que se viu foi a diminuicdo no numero de casos. Entretanto novos
casos eram sempre observados, em areas de colonizacdo antiga. A partir da
década 1980 a incidéncia voltou a crescer em areas de novos desmatamentos
(Vale & Furtado, 2005).

Atualmente pacientes que ndo exercem atividades ligadas a agricultura e ndo
residem em areas rurais vem sendo mais frequentemente afetados que
antigamente, o que demonstra o crescente processo de adaptacdo dos vetores ao

peridomicilio e a areas periurbanas (Jimarnus et al., 2012).

1.4 Organizacdo do genoma e variabilidade genética de Leishmania spp.

A regulacdo da expressdo génica é um mecanismo fundamental para o
desenvolvimento, homeostase, e adaptacdo ao meio ambiente de qualquer célula.
Nos eucariotos em geral, cada etapa deste processo envolve pontos que podem
ser controlados, conhecidos como pontos de regulagéo, estes incluem alteracéo
estrutural da cromatina, transcricio do DNA em RNA, processamento do
transcrito, transporte do transcrito ao citoplasma e traducdo do RNA mensageiro
(mRNA) em proteina. Investigacbes recentes da expressdo génica em
tripanosomatideos apontam gque estes organismos possuem a mesma maquinaria
empregada para eucariotos superiores para o controle da expressao génica, em
niveis transcricionais, pos-trasncricionais e epigenéticos, entretanto eles contém

além destes, mecanismos exclusivos. (Gomez et al., 2010).

A transcri¢do, processo pelo qual uma molécula de RNA é sintetizada de um
molde de DNA, pode ser divido em trés etapas: iniciacdo, alongamento da cadeia
de RNA e término. Dentre estes o primeiro € 0 passo que mais sofre regulacédo e

para que ocorra é necessario que um complexo de proteinas, os fatores de
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transcricdo, se liguem ao DNA através de promotores. Em metazoérios, varios
elementos recrutam componentes do complexo de preiniciacdo da transcricao que
facilitam o posicionamento e montagem da RNA polimerase Il aos promotores
(RNA pol 1l) (Gomez et al., 2010).

Leishmania spp, assim como todos os demais tripanosomatideos possuem
mecanismos de transcricdo peculiares entre os eucariotos uma vez que nhao
apresentam em cada gene um sitio definido de ligacdo da RNA pol Il (Myler et al.,
1999; Monnerat et al., 2004). O genoma destes protozoarios é organizado em
grandes unidades policistronicas, estruturas continuas de transcricdo em tandem
(Tschudi & Ullu, 1988; Gomez et al., 2010). Os genes sdo usualmente separados
por algumas poucas centenas de pares de base e salvo raras excecfes, nao
contém introns (Berriman et al., 2005; Peacock et al.,, 2007), de forma que a
transcricdo se inicia em um ponto e prossegue continuamente ao longo do
cromossomo (Landfear et al., 1983; Myler et al., 1999; Worthey et al., 2003). O
que se observa € que a RNA pol Il tem uma especificidade baixa em
tripanosomatideos e a transcricdo pode iniciar indiscriminadamente em qualquer

local ao longo das unidades policistronicas (McAndrew et al., 1998).

Os demais eucariotos se utilizam de mecanismos de expressao que
aumentam ou diminuem a taxa de transcricdo, no entanto a auséncia das
sequéncias promotoras de RNA pol Il nos tripanosomatideos os levou a
apresentar a regulacédo da expressao génica em outros niveis como na maturacdo
do mRNA (poliadenilagdo e “trans-splicing”) ou na estabilidade de seus mRNAs
(Flinn & Smith, 1992). Sequéncias nas regides nao transcritas 5 e 3' UTR da fase
aberta de leitura (ORF) podem controlar a sinalizacdo para a degradacéo do
MRNA, controlando assim a quantidade de mRNA disponivel (Clayton & Shapira,
2007).

Pode-se considerar que o genoma de Leishmania spp. € expresso
constitutivamente com um numero limitado de genes estagio-especificos
(Papadopoulou et al., 2003; Cohen-Freue et al., 2007). Estudos de gendmica
comparativa demonstram alta sintenia entre espécies de Leishmania, o que se
caracteriza pela conservacao da ordem entre segmentos de cromossomos entre

duas ou mais espécies (Peacock et al., 2007; Smith et al., 2007; Rogers et al.,
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2011). A conservacgdo desta caracteristica foi objetivo de estudo neste trabalho de
tese para os genes de proteases (ANEXOIII).

Nos ultimos anos o genoma de algumas espécies de Leishmania vem sendo
sequenciado (Tabela 2). Em L. (V.) braziliensis, espécie alvo deste estudo, o total
de cromossomos se diferencia das demais espécies devido a eventos de fusao
gue ocorreram entre os cromossomos 20 e 34 (Britto et al., 1998; Peacock et al.
2007).

Tabela 2: Informagdes quantitativas do genoma de Leishmania spp.

Espécie Cromossomos Genes Proteinas
Leishmania (Leishmania) donovani 36 8195 8032
Leishmania (Leishmania) major 36 9686 8316
Leishmania (Leishmania) infantum 36 8383 8150
Leishmania (Leishmania) mexicana 34 8249 8147
Leishmania (Viannia) braziliensis 35 7837 7555

Dentre os estudos sobre variabilidade genética de amostras e Leishmania
(Viannia) braziliensis existentes, nenhum utilizou um painel significativo de
isolados oriundos de focos de LTA de diferentes biomas do Brasil e boa parte

deles utilizou isoenzimas como método de analise.

Estudos de taxonomia de isolados de Leishmania spp. apontam grande
diversidade e também heterogeneidade entre diferentes populacdes e o que
subgénero Viannia parece ser monofiléetico (Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1994;
Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1997). Utilizando a técnica de tipagem da regiao
intergénica, o0 mesmo grupo observou diferentes padrdes do subgénero Viannia
(Cupolillo et al., 1995). E em outro trabalho utilizando esta técnica associada a
analise de isoenzimas demonstrou heterogeneidade populacional entre 15
zimodemas de L. (V.) braziliensis e 11 de Leishmania (Viannia) naiffi (Cupollilo et
al., 1998). Enquanto Gomes et al. (1995), demonstraram diferencas entre cepas
do Para e Minas Gerais, as primeiras apresentando grande variabilidade genética
e as Ultimas mostrando-se mais homogéneas.
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E considerado que para os tripanosomatideos a reproducdo seja
predominantemente clonal sendo, em um ambiente sobre condi¢des ideais, um
mecanismo de propagacao exponencial dos parasitos. Entretanto em situacfes
de estresse, a troca de material genético seria importante para a geracao de
novos fendtipos, alguns com vantagem seletiva e subsequente expansdo dos
parasitos numa dada populacdo, contribuindo para diversidade fenotipica em

populacdes naturais (Miles et al., 2009).

Evidéncias de recombinacdo genética foram identificadas entre populacdes
naturais de diferentes espécies e cepas, como L. (V.) braziliensis e L. (V.)
panamensis, L. (L.) major e L. (L.) arabica, L. (L.) major e entre cepas de L. (L.)
infantum no Velho Mundo (Kelly et al., 1991, Belli et al., 1994; Ravel et al., 2006;
Chargui et al., 2009). J& em condicdes experimentais foi possivel observar a
existéncia de um ciclo sexual de L. (L.) major (Akopyants et al., 2009), e a
presenca de individuos hibridos de L. (L.) donovani (Sadovla et al., 2011), no trato

digestorio do inseto vetor.

Mesmo para espécies onde sdo claras as evidéncias de troca de material
genético, ha dados indicando que a propagacédo evolutiva clonal deve ter sido o
modo predominante nessas linhagens (Tibayrenc & Ayala, 1999). A teoria clonal
de 1990 (Tibayrenc, Kjellberg, Ayala, 1990), ndo diz que o “sexo” entre os
protozoarios parasitos esta ausente em espécies basicamente clonais. A teoria
propde que a troca de material genético ocorre, entretanto numa frequéncia téo
baixa que impossibilita a quebra do padrédo de populacdo clonal predominante
(Tibayrenc & Ayala, 2002).

Muitos parasitos tém estratégias reprodutivas bastantes complexas e
dependendo da situacédo pode ser vantajoso ter os dois tipos de reproducao. A
sexual, que de forma rapida gera variabilidade genética, ou a propagacao clonal,
que estabiliza de forma bem sucedida gendtipos multilocus, entretanto ha
limitacdes, uma vez que ndo tem sido demonstrado que estas estratégias sdo tao
flexiveis ou dirigidas por pressfes do ambiente (Levin, Lipsitch & Bonhoeffer,
1999).
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1.5. Proteinases como fatores de viruléncia

O envolvimento de diversos componentes do parasito na sua sobrevivéncia
no interior de células do hospedeiro mamifero € confirmado através de dados
obtidos de analises bioldgicas de pacientes e de ensaios com modelos animais, a
esses componentes damos o nome de fatores de viruléncia. Dentre eles se
destacam as proteinases, uma vez que sdo enzimas que hidrolisam ligagbes
peptidicas e, portanto degradam proteinas e peptideos que participam de diversas
funcdes bioldgicas, incluindo o processo infeccioso (Tabela 3). Estas enzimas
ocorrem em variados sistemas biologicos e tém funcdes que vao desde a
digestdo de proteinas para fins nutritivos a refinados controles de funcdes de
proteina hidrolisando ligacdes peptidicas especificas em determinados substratos
(Barret, 1994).

De forma geral, as peptidases microbianas, nome mais geral dado a esta
classe de enzimas, sdo classificadas em véarios grupos de acordo com as
caracteristicas fisico-quimicas, tais como: e atividade 6tima em pH alcalino, acido
Ou heutro, tipo de reacédo catalisada, natureza quimica do sitio catalitico e relacao

evolutiva com a estrutura de referéncia (Barett, 1994).

J& o termo proteinases se refere a uma subdivisdo de peptidases que séo as
endopeptidases. Estas clivam ligagcdes peptidicas internas da molécula de
proteina e ndo nas porcdes externas amino- ou carboxi- terminais, sendo este tipo
de enzimas denominadas exopeptidases. Portanto o termo in de proteinase vem
da lingua inglesa que significa dentro, e se refere ao local de clivagem, no interior
da molécula proteica. (Barrett, Rawlings, O’Brien, 2001; Barrett, Tolle, Rawlings,
2003). As proteinases sdo entdo classificadas quanto ao aminoacido liberado na
catélise e natureza do sitio catalitico, como s&o subdivididas em serina- (EC
3.4.21.), cisteina- (EC 3.4.22), aspartico- (EC 3.4.23), metalo- (EC 3.4.24) e
treonina-peptidases (EC 3.4.25) (Rawllings, Barret, Bateman, 2010).

Ha um banco de dados disponivel online, o MEROPS, que apresenta um
sistema de classificagdo e nomenclatura para as peptidases e seus inibidores.
Nele as enzimas estdo agrupadas levando-se em conta a homologia na

sequéncia de aminoacidos, as familias de acordo com a ancestralidade sao
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agrupadas em clas, estes de acordo com a estrutura terciaria das peptidases
(Rawlings, Barrett, Bateman, 2012).

Recentemente revisamos estudos que exploram o papel das proteinases
como fatores de viruléncia que promovem a sobrevivéncia do parasito e
imunomodulacdo do hospedeiro mamifero, além do envolvimento direto de
proteinases do hospedeiro na evolugdo da lesdo. Os dados reunidos nesta
revisdo demonstram que proteinases do parasito, como também do hospedeiro,
estdo envolvidas na manifestacdo clinica das leishmanioses (ANEXO Il). E
interessante notar que apesar da maioria das classes de proteinases estarem
presentes em Leishmania spp., somente cisteina- e metaloproteinases e, em
menor escala, serina-proteinases tem sido adequadamente estudadas (Sajid &
McKerrow, 2002; Silva-Lopez et al., 2004; Alves et al., 2005; McKerrow et al.,
2006; Valdivieso et al., 2007;). Membros destas classes participam da invasao
tecidual, sobrevivéncia nos macréfagos e imunomodulacdo dos parasitos.
Portanto este apanhado, resumido na Tabela 3, reforca a importancia das
proteinases de Leishmania, que sdo candidatos interessantes para novas quimio-

e imunoterapia.

ApoOs a publicac@o da nossa revisdo (ANEXO lll) novos estudos relacionando
as proteases como importantes agentes na relacdo parasito-hospedeiro foram
publicados. Dentre eles, um que foi o primeiro a estabelecer cultura 3D de
promastigotas de L. (L.) amazonensis e demonstrar que 0s parasitos interagem
com fibras de colageno do tipo | remodelando a organizacdo destas em matriz 3D.
Na presenca de macréfagos também foi possivel observar o que eles chamam de
invasao trans-matriz. O estudo ainda conclui que pelo menos duas classes de
proteases, metalo e cisteina-proteases, estdo envolvidas na degradacdo das
fiboras, uma vez que o tratamento com inibidores de proteases reduziu
significativamente a invasdo e a migracdo do parasito através da matriz
(Petropolis et al., 2014).

A importancia da cisteina-protease B (CPB) de Leishmania para infectividade
e sobrevivéncia do parasito no hospedeiro vertebrado foi mais uma vez apontada
por um estudo. Nele, os autores investigaram a influéncia da heparina, importante

ligante para internalizacdo de patdgenos, na atividade de cisteina-protease de L.
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(L.) mexicana. E demonstraram que, de acordo com a concentracdo, a heparina
pode estimular ou antagonizar a atividade da CPB durante a infecgao, sugerindo
que este glicosaminoglicano pode ancorar a CPB a superficie das células do
hospedeiro (Judice et al., 2013).

J& outro trabalho, analisando genes de algumas proteases como fatores de
viruléncia, comparou a infectividade de promastigotas de L. (L.) mexicana
virulentas (recentemente isoladas de camundongos Balb/c) e avirulentas (mesmo
isolado mantido por 20 passagens in vitro) em mondcitos e macréfagos humanos.
E observou que mudltiplas passagens in vitro levam a perda de infectividade do
parasito e consequentemente a alteragdes na interacdo célula-hospedeiro. Com
ensaios de expressao génica foi verificado uma diminuicao de genes de proteases
como: gp63, cisteina peptidase C, cisteina peptidase B e B2. Além disso, o
isolado avirulento nédo foi capaz de se transformar em amastigotas no interior de
macrofagos e mondcitos e ao contrario da forma virulenta, ndo aumentou a

expressao de citocinas associadas a resposta Th2 (Ali et al., 2013).

Outro estudo comprovou que a auséncia da metaloproteases gp63 altera o
conteudo proteico de exossomos de Leishmania. Os exossomos sao vesiculas
secretadas por varios microrganismos eucariotos em rotas ndo convencionais de
secrecdo de proteinas citosélicas, membranares, bem como em RNA. Estudos
anteriores sugerem uma acao imunomoduladora de exossomos de Leishmania
sobre macréfagos (Hassani et al., 2011; Silverman et al., 2010a; Silverman et al.,
2010b). Com o uso de L. (L.) major deficientes em gp63 (gp63”) e selvagens foi
possivel observar que o exossomo de Leishmania é capaz de modular proteina
tirosina fosfatase (PTP) e fatores de transcricAo de macrofagos de forma
dependente de gp63. O que confirma a hip6tese de que a gp63 tem importante
papel em guiar a resposta inflamatoria durante a infeccdo recente. Também foi
observado que o conteudo proteico dos exossomos dos parasitos que nao
possuiam gp63 € bastante alterado, o que sugere uma funcéo da gp63 na selecao

das proteinas exossomais (Hassani et al., 2014).
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Tabela 3: Ac¢des imunologicas das proteinases no sistema imunologico mamifero que dirigem as manifestacdes clinicas das

leishmanioses

Cl d , . - . , N
asge y Espécie Atividade no hospedeiro mamifero Referéncia
Proteinase
CPA L. (L.) donovani Relacionado a infectividade de células de mamifero in vitro; Denise et al, 2006
Mottram et al. 2004;
Alexander J et al. 1998;
. . . . o o Deni t al. 2003;
Associada ao perfil Th2 em camundongos BALB/c: induzindo lesGes; producio de IL-4 e enise et a
C N . o . Alexander J et al. 2003;
IL-5; inibicdo da producdo de IL-12 pela clivagem de NF-kB; inibicdo da producdo de NO .
. . . Weinheber et al. 1998;
L. (L.) mexicana pela clivagem de STAT-1 e transcri¢do de fatores de AP-1.
. i - L Bennett et al. 2001;
Associada ao perfil Thl em camundongos C3HeB/Fel e C57BL/6: expressdo de citocinas
associadas a resposta Th1l; Cameron et al. 2004;
P ’ Abu-Dayyeh et al.
o 2010; Pollock et al.
2 2003
2 crB Associado a clivagem de moléculas de MHC de classe Il em camundongos;
o , u . . N De Souza Leao et al.
s . Epitopos da extensdo COOH-terminal de CPB modulam a infec¢gdo em camundongos
p L. (L.) amazonensis L I . s e 1995; Alves et al. 2004;
s BALB/c e CBA: induzem citocinas relacionadas as respostas Thl or Th2; estimulam .
‘T linféci . Pereira et al. 2011;
2 infocitos T CD8+;
© L. (L) pifanoi Reduz o percen.tual de m.acréfagczs murinc.>s infectados quando os parasitos sdo Marin-Villa et al. 2008
tratados com anticorpos anti-extensao C-terminal;
Associada ao perfil Th1l em pacientes assintomaticos: produc¢do de IFN-y em cultura de
. células; da Costa Pinheiro et al.
L. (L.) chagasi . . . . ~
Relacionada aos perfis Thl and Th2 em células de pacientes humanos e cdes 2005
sintomaticos: producdo de IFN-y, IL-4 e IL-10 em cultura de células;
Frame MJ et al. 2000;
L. (L.) mexicana Contribui na resisténcia a agdo microbicida de macréfagos; Bart et al 1997;
CPC Mottran et al. 1998

L. (L.) chagasi

Induz expressdo de TGF-B cultura de células humanas;

Somanna et al 2002
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Continuacdo Tabela 3: A¢des imunoldgicas das proteinases no sistema imunolégico mamifero que dirigem as manifestacfes

clinicas das leishmanioses

Cl d L . - . , A
ass.e € Espécie Atividade no hospedeiro mamifero Referéncia
Proteinase
Relacionada a hidrdlise e inativacdo de imunoglobulina G; Inativacdo do fator C3b factor do Yao et al. 2003; Yao
o Leishmania s complemento C3bi; Adesdo e internalizagdo em macréfagos; A diminuicdo da expressdo de 2010; Thiakaki et al
] PP gp63 induz o perfil Th1 em camundongos; cliva NF-kB previne a expressdo de IL-12 e iNOS em 2006; Gregory et al.
-% camundongos; 2008
-
o . . R . o . Lieke et al. 2008; He
o M8 L. (L.) major Associada a proliferagdo de células NK humanas; I Y
ks et al. 1994
% Em macroéfagos murinos de medula dssea, interfere na sinalizagdo de cascata e afeta fatores de
2 L. (L.) mexicana transcricdo, pela clivagem de c-Jun, do componente central de AP-1; Altera sinalizacdo de Contreras et al. 2010
macroéfago através da clivagem e ativacao da proteina tirosina fosfatase;
o . e ~ . . Swenerton et al. 2011
b L. (L.) donovani  Facilita infec¢do de macréfagos murinos; W
© e 2010
2
° oPB
o L (L)
e o . Relacionado a manutengdo da infecgdo em macréfagos murinos; Pinheiro et al. 2005
= amazonensis
&
Aspartyl Leishmania spp  Até o presente nao ha a¢des imunoldgicas relevantes descritas. -

proteinases
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Este trabalho é o primeiro a testar a hipotese de que um mesmo isolado de
Leishmania (V.) braziliensis ndo € homogéneo quanto: a expressdo de suas
proteinases, ao comportamento em cultura e a infeccdo de macréfagos murinos.
Assim, nossa intencéo é contribuir para o conhecimento da modulacéo da biologia
da L. (V.) braziliensis através de estudos biol6gicos e moleculares que subsidiem
a hip6tese da heterogeneidade biolégica na cepa MCAN/BR/98/R619,

denominada Thor.
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2.OBJETIVOS



2.1. Objetivo geral:

Agregar novos conhecimentos sobre variagcbes no comportamento biolégico da
Leishmania (Viannia) braziliensis, tendo como foco a cepa MCAN/BR/1998/R619,

sobre a variabilidade da expressdo de genes de viruléncia deste parasito.
2.2. Objetivos especificos:

e Analisar a organizacdo genbmica das proteases de L. (V.) braziliensis

frente a outras espécies de Leishmania.

Obter clones de L. (V.) braziliensis (MCAN/BR/1998/R619) oriundas de um
anico promastigota e avaliar o comportamento in vitro e o potencial bioldgico

destes parasitos na infeccao experimental in vitro.

e Examinar a expressdo de mRNA das principais classes de proteinases nos
clones obtidos de um Unico promastigota; bem como nos amastigotas obtidos

a partir da transformacéo de promastigotas, in vitro.

Avaliar o potencial dos clones da cepa MCAN/BR/1998/R619 de modular a
expressdo de citocinas e o6xido nitrico durante a infeccdo de macréfagos

peritoneais de camundongo.
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3.MATERIAL E METODOS



3.1 Estudos in silico das proteases de Leishmania (Viannia) braziliensis.

Nesta etapa foi feito um levantamento das sequéncias preditas de proteinases
anotadas no genoma de L. (V.) braziliensis, L. (L.) mexicana, L. (L.) major e L. (L.)
infantum. A pesquisa foi realizada no banco de dado Genedb utilizando os
seguintes termos de busca: protease, peptidase, proteinase, aspartico protease,
cysteine protease, metallo protease e serine protease. Posteriormente cada
sequéncia de proteina encontrada foi submetida ao programa BLAST (basic
alignment search tool) com o objetivo de encontrar proteases ndo descritas ou

hipotéticas.
3.2 Cepa utilizada e cultivo

Os parasitos utilizados no estudo foram da espécie L. (V.) braziliensis
MCAN/BR/1998/R619, cepa Thor. Esta cepa foi isolada em um estudo de
deteccado de infeccdo em cées clinicamente suspeitos para LTA que residiam em
areas de loteamentos recentemente implantados no Municipio de Marica - RJ,
préximo da mata residual (Serra da Tiririca). O parasito foi isolado a partir da
cultura de fragmentos obtidos de lesdo ulcerada, localizada na bolsa escrotal de
um cao da raca dinamarqués proveniente do bairro Itaipuagu. O isolado foi
caracterizado por isoenzimas apresentando padréo tipico de L. (V.) braziliensis
(Serra et al., 2003).

Os protozoarios eram mantidos em meio semi-sélido NNN a 28°C e a
ampliacdo dos mesmos ocorreram em meio Schneider pH 7,2 suplementado com

10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de urina humana mantido a 28°C.
3.3 Obtencao de clones por citometria de fluxo

Para a obtencdo precisa dos parasitos, cerca de 2,6 x 10" promastigotas da
cepa Thor foram previamente lavados trés vezes (3.000xg, 15min, 4°C) em salina
tamponada por fosfato (PBS) pH 7,2. Apés as lavagens, os promastigotas foram
purificados (1 promastigota/po¢co) em placas de 96 pocos com fundo liso,

contendo 200puL/pogco de meio Schneider pH 7,2 (suplementado com 10 % de
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(SFB), 200Ul de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 2% de urina), através
de um citbmetro de fluxo EPICS ALTRA Cell Sorter (Beckman Coulter, FL, EUA),
na Plataforma de Citometria de Fluxo, PDTIS/Fiocruz. Os promastigotas assim
obtidos serdo incubados a 26 °C e a propagacao dos parasitos foi acompanhada
por microscopia. Apos a proliferacdo parasitaria as culturas foram processadas
para extracdo de mRNA dos parasitos e mantidas a -70°C até o momento de uso.

3.4 Isolamento de macréfagos peritoneais de camundongos

Para obtencéo de macrofagos foram injetados 5mL de meio RPMI 1640 estéril
na cavidade peritoneal de camundongos BALB/c (com 4 a 8 semanas de idade).
Em seguida, o liquido foi aspirado e as células recuperadas apds centrifugacéo
(2000 xg, 5 minutos, 4°C) em meio RPMI 1640, contendo 5% de SFB.
Posteriormente, cerca de 4x10° 0,5mL™ foram incubadas (2 horas, 37 °C) em
placas de cultura (Lab-Tek®) de 8 pocos, em estufa incubadora de CO,, utilizando
atmosfera de 5% de CO,. Apbs este periodo as células ndo aderentes foram

removidas por lavagens das placas de cultura com meio RPMI 1640.
3.5 Infeccdo experimental em macrdofagos peritoneais

Para a avaliacdo da infeccdo in vitro de macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c, as células foram infectadas com promastigotas (na fase
estacionaria) na propor¢cdo de 5:1 (parasitos:célula). Apbés a interacao
parasitos/células (2 horas, 37°C) as placas foram lavadas e meio novo foi
adicionado contendo 10% de SFB. Os experimentos foram realizados em
triplicata, seguindo o seguinte esquema: 1. Macrofagos (controle da viabilidade
celular) e 2. Macrofagos infectados com parasitos. As placas foram retiradas apés
24, 48 e 72 horas de experimento, coradas por panoptico rapido e observadas ao
microscoépio optico. O percentual de infeccdo e o nimero de parasitos/célula, foi
determinado pela contagem de 100 macréfagos/laminula. O indice endocitico foi

obtido através da seguinte formula:

Indice endocitico = % macréfagos infectados x (amastigota / macréfagos

infectados)
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3.6 Estratégia para diferencia¢cdo dos parasitos in vitro

A diferenciacao in vitro iniciou com o cultivo de 10° promastigotas/mL em fase
logaritmica (log) de crescimento em meio Schneider, pH 7,2 (suplementado com
20 % SFB, 200 Ul de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 2% de urina) a
26 °C. Em seguida 10° promastigotas/mL em fase log de crescimento foram
submetidos a choque de pH cultivando-as em meio Schneider, pH 5,5
(suplementado com 20 % de SFB, 200 Ul de penicilina, 200 ug/mL de
estreptomicina e 2% de urina) a 26 °C. Quando os parasitos atingiram a fase
estacionaria de crescimento foram submetidos a choque de temperatura, onde
10° promastigotas/mL foram cultivados em meio Schneider, pH 7,2 (suplementado
com 20 % de SFB, 200 Ul de penicilina, 200ug/mL de estreptomicina e 2 % de
urina) a 32 °C. A transformacédo foi acompanhada por microscopia e quando
atingiam a forma amastigota foram processadas para extracdo de mRNA, e
mantidas a -70 °C até o momento de uso.

3.7 Avaliacdo da expressdo de citocinas por macriofagos peritoneais de

camundongos

Os niveis de expressdo de citocinas em sobrenadante de culturas de
macrofagos peritoneais de camundongo foram avaliados através de Kits
comerciais da linha ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassays (Affymetrix,
eBioscience, Austria) para a dosagem de: IL-1B, IL-6, IL-12p70, e TNF-q,
conforme as instrucbes do fabricante. Brevemente, microesferas recobertas por
anticorpos para cada citocina a ser testada, foram plagueadas em placa de 96
pocos com filtro no fundo de cada pogo. Apos plagueamento de cada microsfera a
placa foi lavada utilizando um sistema a vacuo. Os sobrenadantes de cultura de
macrofago a serem testadas, a curva padrdo em duplicata e os controles
negativos da reacdo foram plaqueados seguido de incubacdo por 2h a
temperatura ambiente em agitador orbital. Apdés lavagens, foram adicionados
anticorpos de deteccdo biotinilados em cada poco, seguido de incubacéo por
30min a temperatura ambiente em agitador orbital. Apds lavagens foi adicionado
estreptavidina conjugada a ficoeritrina em cada poc¢o seguido de incubacédo por
30min em agitador orbital. Apos lavagens as microesferas foram ressuspendidas

em tampéao adequado seguido de incubacédo em agitador orbital por 5min e leitura
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da placa feita na Rede de Plataforma de Luminex PDTIS/Fiocruz, Luminex
Instrumentation System (Luminex, Austin, TX, USA). As concentracdes de

citocinas foram expressas em pg/ml.

3.8 Avaliacdo da expressédo de oxido nitrico por macréfagos peritoneais de

camundongos

Para a estimativa de producdo de Oxido nitrico, utilizou-se a dosagem da
concentracdo de nitrito (NO3) pela metodologia do reagente de Griess (Green et
al.,, 1982). Utilizando-se placas de 96-pocos, aliquotas de 100 uL dos
sobrenadantes de cultura foram misturados a 100 pL de reagente de Griess [1 %
sulfanilamida (Merck, Brasil) e 0,1 % de N-(1-nafitil) dihidrocloreto de
etilenodiamina (Merck, Brasil) dissolvidos em 2,5 % de acido fosforico, (v/v)] e
incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Em paralelo uma curva-padrao
para a determinacdo da concentracdo dos nitritos (em pM) foi produzida
utilizando-se nitrito de sédio (NaNO,) diluido em meio RPMI.

A determinacdo da absorbancia, equivalente a concentracdo de NO, foi

realizada em um leitor de ELISA Emax (Molecular Devices Inc., EUA) a 540nm.
3.9 Analise estatistica dos dados

Para o tratamento estatistico dos resultados dos ensaios in vitro e in vivo foi
aplicado o teste-t de Student. Considerou-se que os dados apresentavam
diferenca estatistica significativa quando o valor de p retornado era menor ou

igual a 0,05.
3.10 Extragc&o de RNA

A extracao de RNA de promastigotas e amastigotas da cepa de origem e dos

clones foi realizada para os ensaios de expressao de proteases.

As culturas de promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis, cepa Thor
e seus clones foram mantidos como descrito anteriormente. As amostras dos
promastigotas foram obtidas na fase estacionaria do ciclo e as de amastigotas

quando completada a transformacdo celular, os parasitos foram lavados e
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recolhidos em Trizol (Invitrogen, Life Technologies, EUA) e conservadas a -70°C

até o momento da extracdo de RNA total.

O protocolo do Trizol foi modificado e adaptado para o uso de um kit de
extracdo de RNA comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Resumidamente, as
amostras foram homogeneizadas em Trizol e entédo foi acrescentado cloroférmio
puro (Merck, Brasil) na proporcdo de 1:5, agitados vigorosamente por 20s e
incubados por 3 min a temperatura ambiente, sendo entdo centrifugados (10.000

Xg, 18min, 4°C) para permitir a separacao de fases.

A fase superior, aquosa, foi reservada, misturada com alcool 100% (Merck,
Brasil) na propor¢céo de 1:1 e misturada imediatamente com a pipeta, 700uL da
mistura foi transferida para uma coluna RNeasy acoplada a um tubo coletor de
2mL e centrifugado (8000 xg, 1min, 4°C). O filtrado foi descartado, 700uL do
tampdo RW1 foi adicionado a coluna seguido de centrifugagdo (8000 xg, 1min,
4°C), o filtrado foi descartado. Adicionou-se a coluna 500uL de tampédo RPE e
centrifugou-se (8000 xg, 1min, 4°C), o filtrado foi novamente descartado. Foi
adicionado 500uL de tampdo RPE a coluna, seguido de centrifugacdo (8000 xg,
2min, 4°C) e descarte do filtrado. Acoplou-se a coluna a um novo tubo e
centrifugou-se novamente (8000 xg, 1min, 4°C) para secar a membrana.
Finalmente, com um novo tubo de 1,5mL, foi adicionado 30uL de H,O livre de
RNase a coluna no centro da membrana seguido de centrifugacdo (8000 xg,
1min, 4°C) para elur o RNA. O contetdo do tubo foi homogeneizado e
imediatamente armazenado a -80°C. Uma aliquota de 3uL foi retirada para dosar
o RNA em um espectrofotdmetro para microvolumes (Nanodrop, Nova Analitica).
O rendimento da extracdo foi calculado pela absorbancia a 260nm. A pureza foi
determinada calculando a razdo das absorbancias a 260/280nm, o RNA puro

possui esta razdo entre 1,8 e 2,0.
3.11 Tratamento do RNA com DNase

Antes da sintese de cDNA as amostras de RNA foram tratadas com
Deoxyribonuclease | (DNase 1), Amplification Grade (Invitrogen, Life Technologies,
EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Brevemente, a um tubo de

0,5mL livre de RNase foi adicionado 1ug da amostra de RNA, 1uL de tampéao de
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reacdo (10X) e 1uL DNase I, Amp Grade (1U/uL) e 10uL de agua tratada com
DEPC. Foram preparados dois tubos, um nao foi tratado com transcriptase
reversa. As amostras foram misturados gentilmente e incubadas por 20min em
temperatura ambiente, seguido da adicdo de 1 pL de solucéo de EDTA (25mM) e
aquecida a 65°C por 10min e posteriormente resfriado em gelo para sintese do
cDNA.

3.12 Sintese de cDNA a partir das amostras de RNA

Para a sintese de cDNA foi realizada reacdo de transcriptase reversa (RT —
reverse transcriptase), com o kit SuperScript Il fisrt-strand cDNA synthesis for
reverse transcriptase-PCR (Invitrogen, Life Technologies, EUA), de acordo com
as instrucdes do fabricante. Resumidamente, aliquotas de 20 yL das misturas de
RT [constituidas por 2,5 ng/uL de iniciadores hexaméricos aleatérios, 0,5 mM de
solucdo de dexorribonucleotideos fosfatados (ANTPs), tampé&o de RT a 1x, 5mM
de cloreto de magnésio (MgCI2), 0.01 M de ditiotreitol (DTT), 2 U/uL da enzima
RNAse OUT, 10 U/uL da enzima SuperScript Il RT e 5ug de amostra de RNA total
em agua tratada com DEPC] foram incubadas na seguinte sequéncia: 25°C por
10min, 50°C por 50min, 85°C por 5min e, enfim, resfriadas em banho de gelo.
Adicionou-se entdo 2U da enzima RNAse H a cada aliquota, que foram incubadas

a 37°C por 20min e, entdo, armazenadas a -20°C até uso nos ensaios de PCR.
3.13 Selecdo das sequéncias de nucleotideos de interesse

A fim de realizar os ensaios de expressao de proteases dos parasitos por
PCR em tempo real, foi necessario definir as sequéncias dos genes de interesse
e dos genes de controle enddégeno para se desenhar o par de inciadores
oligonucleotidicos. Genes housekeeping foram escolhidos para os controles
endogenos, com base na literatura: a-tubulin gene LbrM.13.0200 (Rebello et al.,
2010) e 40S ribosomal protein S8 gene LbrM.24.2160 (Adaui et al., 2011), sendo

gue os dois ultimos foram redesenhados.

Os iniciadores foram desenhados usando como base sequéncias de
Leishmania (Viannia) braziliensis anotadas no banco de dados Genedb

(http://www.genedb.org).
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Para todos os iniciadores desenhados foi verificado existéncia de divergéncia
entre as sequéncias de mRNA de Mus musculus e Homo sapiens a fim de se
evitar falsos resultados por contaminacdo com material humano durante os
ensaios de PCR, devido ao alto grau de conservacdo dessas sequéncias. Tais
andlises foram realizadas aplicando a ferramenta de BLAST do NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) utilizando os seguintes parametros: BLAST

de nucleotideos através do algoritmo BLASTNn.

Para o desenho de todos os iniciadores foram utilizadas sequéncias do mRNA
de L. (V.) braziliensis de genes Unicos, com excecdo do de cisteina protease B e
metaloprotease (gp63). Para os de cisteina protease foi definida uma sequéncia
consenso a partir de trés genes de CPB de L. (V.) braziliensis (cédigos do
Genedb LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830) (Rebello et al., 2010) e
para os de metaloprotease uma sequéncia consenso a partir dos seguintes
genes: LbrM.10.0500, LbrM.10.0550, LbrM.10.0560, LbrM.10.0580,
LbrM.10.0590, LbrM.10.0600, LbrM.10.0610, LbrM.10.1690, LbrM.10.1710.
(Tabela 6).

3.14 Desenho e obtencao dos iniciadores para os ensaios de PCR

Todos os iniciadores utilizados no presente estudo foram desenhados
utilizando o software online Primer3 v. 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), com
todos os parametros no ajuste padrdo, a excecédo de Product Size Ranges, o qual
foi ajustado para 80-120 pares de bases (pb). Os iniciadores desenhados foram
entdo sintetizados pela empresa Invitrogen Brasil, numa escala de sintese de 50

nM e purificados por dessalinizagao.
3.15 Ensaios de PCR convencional

Para testar a qualidade das amostras de cDNA e efetividade dos iniciadores
desenhados foram realizados ensaios de PCR convencional. Para tanto foram
compostas misturas de PCR (45 uL) constituidas por: tampédo para PCR Platinum
Taq (Invitrogen, Life Technologies, EUA) a 1x, 4 mM de MgCI2 (Sigma-Aldrich
Chemical Co., EUA), 0,2 mM de solucdo de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies,
EUA), 4 ng/uL do par de iniciadores e 0,025 Ul/uL da enzima Platinum Tag DNA
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polymerase (Invitrogen, Life Technologies, EUA) em &agua tratada com DEPC. A
estas misturas foram adicionados 5 yL de cada amostra de cDNA (diluidas 1:50
em agua tratada com DEPC) no momento dos ensaios de PCR. As amostras

foram ensaiadas em duplicata em cada experimento.

As condicdes estabelecidas para os ensaios de PCR foram: etapa inicial de
desnaturacao a 94°C por 3min (1 ciclo); 40 ciclos de desnaturacéo (95 °C por 20
seq), hibridizacéo (56 °C por 30 seg) e extensédo (72 °C por 30 seq); e, uma etapa
final de extensdo a 72 °C por 5min. Os ensaios de PCR foram realizados

utilizando-se um termociclador Mastercycler (Eppendorf International, EUA).

Apés as PCR, os produtos foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose a 2% corado por brometo de etideo e, entdo, fotografados utilizando-se o
sistema de fotodocumentacdo EasyDoc 100 (Bioagency Biotecnologia, Brasil). Os
produtos dos ensaios de PCR foram posteriormente purificados pelo uso do kit
Wizard SV Gels and PCR Clean-UP System (Promega Corporation, EUA).
Resumidamente, a solucdo contendo os produtos da PCR foi misturada com
solucéo de ligacdo a membrana (1:1) e incubada dentro das mini-colunas SV por

1 min a temperatura ambiente.

As colunas foram entdo lavadas 2x por centrifugagao (10.000xg, 5min, 20°C)
com solucdo de lavagem de membrana (adicionada de etanol), secadas por
centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes e, entdo, os produtos foram resuspensos
em 50 pL de agua tratada com DEPC por centrifugacao (10.000xg, 1min, 20°C).
As sequéncias dos produtos da PCR purificados foram obtidas e analisadas como
descrito anteriormente através da Plataforma de Sequenciamento de DNA
PDTIS/Fiocruz.

Estas sequéncias foram aplicadas na ferramenta de BLAST do NCBI
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) utilizando os seguintes parametros: BLAST
de nucleotideos através do algoritmo BLASTN, para confirmar a identidade dos
produtos amplificados. Os bancos de dados utilizados nestas analises foram:

Leishmania braziliensis (taxid:5660).
3.16 Ensaios de PCR em tempo real
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Os ensaios de PCR em tempo real foram realizados em um termociclador
7500 Fast Real Time PCR System e analisados pelo uso do software SDS 7500 v.
2.0 (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) da Plataforma de PCR em
Tempo Real - RJ (RPT09A), PDTIS/Fiocruz. Para a realizacdo desses ensaios
foram compostas misturas de PCR em tempo real (10 pL) constituidas de mix
‘SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) a 1x
e 0.1 uM do par de iniciadores em agua tratada com DEPC. A estas misturas
foram adicionados 2,5 pL das amostras de cDNA (diluidas em agua tratada com
DEPC a 10ng/pL para promastigotas e 1ng/uL para amastigotas) no inicio dos
ensaios de PCR. As amostras foram ensaiadas em triplicata em cada

experimento.

As condic¢des de termociclagem utilizadas nos ensaios de PCR em tempo real
foram as condi¢cGes padrdo do software SDS 7500, com excec¢do dos ciclos de
amplificacdo, nos quais as condi¢bes utilizadas foram similares aquelas dos

ensaios de PCR convencional.

Ao final de cada ensaio, foi executada uma etapa de construcdo de curva de
dissociacdo dos produtos (continous melting curve), a fim de se verificar a
especificidade da amplificacdo no ensaio. Durante os ciclos de amplificacdo, os

dados de fluorescéncia foram coletados durante a etapa de extenséo (72 °C).

A eficiéncia dos ensaios de PCR em tempo real, para cada combinacédo de
fonte de amostras acrescida de par de iniciadores, foi determinada pela andlise de
curvas de diluicdo seriada (1:2) das amostras de cDNA, variando de 1:2 até 1:64.
Amostras de cDNA de promastigotas na fase logaritimica da cepa de origem L.
(V.) braziliensis, foram utilizadas para as curvas de amplificacdo dos iniciadores

de Leishmania.

O valor do ciclo de limiar da fluorescéncia (Ct - threshold cycle) foi obtido e
aplicado em um grafico de semi-log (escala log 10) para o calculo dos valores de
coeficiente angular (slope) e de determinacao (R?). Somente experimentos cujas
linhas de tendéncia apresentavam R? = 0,98 foram utilizados nas analises de

eficiéncia.
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Para o célculo da eficiéncia da amplificacdo (E), a seguinte formula foi

utilizada:
E =-1+10(-1/slope)

Os valores de eficiéncia calculados foram utilizados para ajustar os valores de
Ct das amostras analisadas nos ensaios de cinética de expressdo ao longo da
infeccdo pela seguinte formula (Hellemans et al., 2014):

CtE=100% = CtE=X% x [log (1 + E)/log 2]
3.17 Determinacao da expresséao relativa de genes

O método do Ct comparativo (AACt) foi utilizado para determinar os niveis de
expressdo dos genes de interesse. O calibrador utilizado para a analise da
expressao dos genes de Leishmania foram amostras de cDNA de promastigotas

da cepa Thor na fase estacionaria da proliferacéo.

Os controles enddgenos utilizados foram genes de a-tubulina e 40S ribosomal
protein S8. Os valores de quantidade relativa ou niveis de expressao
normalizados (RQ) foram calculados com o auxilio do software SDS 7500,

aplicando-se a seguinte formula:

(eﬂ:yﬂjﬂt_r airo
RQ - AL,
(Erafsj trefs
Onde,
— (—1/sl — trole _ E
e = 10 slops) e &Cr — C:orz rola thzmos ra
E e,.z. © AC]** s80 obtidos da média geométrica dos genes de referéncia

endogenos utilizados.
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3.18 Andlise de agrupamento

Como forma de avaliar o comportamento dos clones nas diferentes andlises
biologicas e de expressdo génica foi proposta uma analise de agrupamento
utilizando o método de classificacdo hierarquica (Everitt et al., 2011) baseado na
distancia euclidiana das variaveis padronizadas dos clones em estudo. A
classificacdo hierarquica foi graficamente representada por diagramas
bidimensionais conhecidos como dendogramas. A analise foi realizada no

software R, versao 3.1.1.
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4.1 Caracterizagbes do perfil de proteases de Leishmania

Nesta etapa do trabalho foi realizada uma analise genémica comparativa
entre os genes de proteases de Leishmania (Viannia) braziliensis frente a trés
outras espécies de Leishmania. Esta abordagem foi considerada a fim de se
destacar caracteristicas especificas que podem ser responsaveis por diferencas
fenotipicas, ou viruléncia, relevantes no sucesso adaptativo deste parasito.

4.1.1 Comparacdes dos genes de proteases de diversas espécies de

Leishmania

Inicialmente foi feito um estudo mais amplo de gendémica comparativa dos
genes Leishmania spp depositados em banco de dados publicos. A busca pelos
genes de proteases nos bancos de dado Genedb resultou no levantamento do
namero total de genes para proteases em L. (L.) mexicana, L. (L.) major, L. (L.)
infantum e L. (V.) braziliensis (Figura 2), bem como a quantidade de genes das
diferentes classes de proteases presentes em cada cromossomo (figura 3).
Somente 3 genes para aspartico protease foram identificados no genoma das
espécies estudadas, estes se encontram nos cromossomos 1, 15 e 29, nas 4

espécies (dados ndo mostrados).

Os genes de proteases correspondem a 2,18% do total de genes em L. (V.)
braziliensis, essa pequena porcentagem também se da para as demais espécies
analisadas: 1,61% em L. (L.) infantum, 1,52% em L. (L.) mexicana e 1,41% em L.
(L.) major. Os genes de metaloproteases sdo predominantes em L. (V.)
braziliensis correspondendo a 52% dos genes de proteases, ja nhas outras
espécies as cisteina proteases sdo as mais abundantes, sendo 36 a 47% desse
total, enquanto que o0s genes de serina proteases se encontram em menor
guantidade, variando de 10 a 16% do total de genes de proteases nas quatro

espécies.
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Figura 2: Total de genes de proteases em Leishmania spp.



Foi possivel observar que os genes de proteases estdo presentes em todos
0s cromossomos das Leishmania spp. estudadas, em diferentes frequéncias
(figura 13). De todos os cromossomos estudados que identificamos genes de
metaloproteases, 18 sdo comuns as quatro espécies estudadas. A presenca de
genes desta classe de enzimas nos cromossomos 8 e 30 sdo exclusivas a
espécie L. (L.) mexicana. A mesma exclusividade ocorre para 0 cromossomo 22

em L. (L.) infantum e 0 20 em L. (V.) braziliensis.

Os genes de cisteina proteases estdo presentes em 22 cromossomos nas
quatro espécies. Estando exclusivamente presentes no cromossomo 7 em L. (L.)
mexicana, no cromossomo 28 em L. (V.) braziliensis e no 35 em L. (L.) infantum e

L. (L.) major.

Ja os genes de serina protease estdo presentes em 19 cromossomos nas
quatro espécies estudadas e 0 numero desses genes ndo ultrapassa 3 por
cromossomo. A presenca de genes desta classe de proteinas no cromossomo 29
é exclusiva para L. (L.) major e no cromossomo 20 para L. (V.) braziliensis.

Os cromossomos 3 e 6 contém somente genes para serina proteases e 0s

cromossomos 5, 11 e 22 contém somente genes para metaloproteases (Figura 3).

Foi possivel analisar a conservacao de alguns alelos no mesmo cromossomo
nas espécies estudadas. Para cisteina proteases 42 alelos conservados foram
encontrados, 35 para metaloproteases e 15 para serina proteases (Figura 4). Os
alelos conservados estdo predominantemente agrupados no cromossomo 20 para
genes de cistéina proteases, no cromossomo 10 para genes de metaloproteases
proteases e no cromossomo 28 para serina proteases. Entre os genes de
proteases analisados, encontrou-se somente 2 alelos conservados no mesmo
Cromossomo para as quatro espécies: alelos de cistéina proteases que codificam
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolases (clan CA, familia C12) localizadas nos

cromossomos 24 e 25 (alelos 0420 e 0190, respectivamente).

As espécies L. (L.) major e L. (L.) mexicana apresentam maior sintenia que as

outras espécies, contendo 23, 15 e 13 alelos conservados para cisteina, metalo- e
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serina proteases, respectivamente. Por outro lado, L. (V.) braziliensis néo

apresenta sintenia para genes de serina proteases com nenhuma outra espécie.

Além disso, a fim de identificar semelhanca a genes de mamiferos, foi
realizada uma andlise no BLAST (Blast Local Alignment Search Tool) para
comparar genes que apresentavam maior grau sintenia entre as espeécies
estudadas (representadas nos diagramas de Veinn na Figura 4) com os genes de
mamiferos (taxid: 40674).
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Figura 3: Frequéncia de cromossomos nas diferentes classes de proteases em

Leishmania spp. LmxM - Leishmania (Leishmania) mexicana, LmjF -

Leishmania (Leishmania) major, LinJ — Leishmania (Leishmania) infantum, LbrM

- Leishmania (Viannia) braziliensis.
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Os genes 05.0960 e 11.0630 de L. (L.) major, L. (L.) mexicana demonstraram
0 maior grau de similaridade com genes de mamiferos, com aproximadamente
69% de identidade da sequéncia e uma cobertura maior de 39%. Entretanto no

geral, a cobertura era extremamente baixa, com valores em média de 2%.

Para 0s genes que ndo apresentaram sintenia utilizamos outra estratégia para
verificar semelhanca a genes de mamiferos. Inicialmente, uma anélise mdultiplo
alinhamento foi realizado entre as sequencias das quatro espécies (Software CD-
HIT (Li, Jaroszewski & Godzik, 2001), utilizando uma linha de corte de 80% na
identidade das sequéncias para agrupa-las. Como resultado, foi possivel definir
28 grupos de genes de metaloproteases, 27 de cisteina proteases, 11 de serina

proteases e 1 de aspartico proteases.

A sequéncia consenso (Figura adicional Tabela S2 do ANEXO 2) de cada
grupo foi entdo utilizada para realizar uma analise no BLAST para encontrar
similaridade entre os genes de mamiferos. Foram identificadas sequéncias de
genes de O-sialoglycoprotein endopeptidase de hamster, cdo, lobo e camundongo
com 69% de identidade a sequéncia consenso dos genes de metaloproteases:
LbrM.31.0100, LinJ.31.0110, LmjF.31.0100 e LmxM.31.0100. Sequéncias de
genes de 26S subunit ATPase de um lagomorfo Ochotona princeps e
camundongo apresentou 65% de identidade a sequéncia consenso dos genes de
serina protease: LbrM.03.0450, LinJ.03.0520, LmjF.03.0540 e LmxM.03.0540.

Ndo foi encontrada similaridade entre sequéncias de genes de cisteina e
aspartico proteases de Leishmania spp e mamiferos, com o0s parametros

adotados no presente trabalho.

Todos os genes analisados no estudo foram classificados em clan e familias
com base na nomenclatura do banco de dados MEROPS (Dezembro de 2013,

release 9.10 - http://merops.sanger.ac.uk/) (Figura 5).
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Lbri — Leishmania (Viannia) braziliensis
Lin) — Leishmania (Leishmania) infantum
LmjF — Leishmania (Leishmania) major

LmxM — Leishmania (Leishmania) mexicana

Figura 4: Anadlise de alelos conservados no genoma de Leishmania spp. Na periferia do gréafico radar estdo representados os alelos

conservados e no eixo y 0s numeros de cromossomos. O diagrama de Venn representa a quantidade de alelos conservados.
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Aspartico
protease

Cisteina
protease

Metalo-
protease

Serina
protease

Figura 5: Clans e familias de proteases de Leishmania spp.. Classificagdo das
proteases anotadas no genoma de Leishmania spp.. Nomenclatura baseada na base
de dados MEROPS (Dezembro de 2013, release 9.10 - http://merops.sanger.ac.uk/).
Os numeros nos quadrados representam o total estimado de proteases em cada familia
por espécie, 0s nimeros nos retangulos correspondem a um total de proteases iguais
para duas ou mais espécies. LbrM - Leishmania (Viannia) braziliensis, LinJ -
Leishmania (Leishmania) infantum, LmjF - Leishmania (Leishmania) major, LmxM -
Leishmania (Leishmania) mexicana.
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4.2 Obtencdes de clones da cepa Thor por citometria de fluxo

Culturas de promastigotas da cepa Thor na fase estacionaria foram utilizadas
para o procedimento de separacdo celular em larga escala (cell sorting). Neste
experimento foi possivel obter culturas de promastigotas a partir de um unico
parasito. Considerando os parametros de tamanho (FSC - Forward Angle Light
Scatter) e granulosidade (SSC - side scatter), que se correlaciona com o volume
celular dos promastigotas (Figura 6), foi possivel purificar promastigotas através
da deposicdo de apenas um parasito por poco em uma placa de 96 pocos de
fundo liso. Estes foram mantidos em meio Schneider para expansao da cultura.
ApOs este periodo apenas 21 clones se mantiveram estaveis & manutencado e
ampliagao in vitro, e puderam ser criopreservados em nitrogénio liquido. Destas,
16 culturas denominadas: Thor 03, Thor 04, Thor 05, Thor 06, Thor 08, Thor 10,
Thor 12, Thor 15, Thor 16, Thor 17, Thor 21, Thor 22, Thor 24, Thor 25, Thor 26,
Thor 27 e Thor 28, resistiram ao processo de criopreservagao e foram analisadas
neste trabalho quanto ao comportamento em cultura, infectividade de macroéfagos

peritoneais de camundongos e quanto a expressao de proteinases.
4.3. Caracterizacdo bioldgica dos parasitos em cultura
4.3.1 Curva de crescimento dos parasitos in vitro

Os parasitos isolados por citometria de fluxo, estaveis ao cultivo in vitro, bem
como a cepa de origem, foram analisados quanto ao comportamento das
respectivas curvas de crescimento em meio Schneider, com o propésito de

identificar as fases logaritmicas e estacionarias de cada cultura (Figura 7).

Neste estudo foi possivel observar culturas de promastigotas com perfis
distintos de crescimento. De maneira geral, 0s momentos iniciais das culturas (24
e 48h) e os momentos mais tardios (fase estacionaria) indicaram diferencas
estatisticamente significantes na concentracdo de parasitos (Tabela 4).
Observamos também, que o quarto dia de cultivo mostrou-se como a fase
estacionaria de todos parasitos estudados (Figura 7). Neste contexto os parasitos
Thor 03, 04, 05, 06, 10, 12, 15, 16, 17 e 28, bem como a cepa original Thor,

apresentaram réapido crescimento no primeiro dia de cultvo (1,70 x 10°
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parasitos/mL no Thor a 5,17 x 10" parasitos/mL no Thor 03). Por outro lado os
parasitos Thor 08, 21, 22, 24, 25, 26 e 27 apresentaram crescimento inicial mais
lento (2,50 x 10° parasitos/mL no Thor 24 a 9,42 x 10° parasitos/mL no Thor 21).

Ao comparar as caracteristicas das curvas de crescimento dos clones com a
da cepa Thor, o 3° dia de cultivo, final da fase logaritmica, foi 0 que apresentou a
menor variagdo. Salvo os clones Thor 08, 15 e 26, os demais se comportaram de
forma semelhante a cepa Thor. A partir do 4° dia de cultivo houve estabilizacao da
cultura na fase estacionaria (6,37 x 10’ parasitos/mL no Thor 03 a 4,0 x 10°
parasitos/mL no Thor 25), ao contrario da cepa de origem Thor, que apresentou
pico de crescimento no 4° dia (2,0 x 10° parasitos/mL) e queda abrupta no
nimero de parasitos no 5° dia de cultivo (1,07 x 10’ parasitos/mL). Os clones
Thor 04, 05, 15 e 25 foram 0s que apresentaram mais pontos da curva com

valores significativamente distintos ao da cepa Thor.
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Figura 6: Analise da populacédo de promastigotas Leishmania
(Viannia) braziliensis, cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619). A
selecdo da regido de interesse foi baseada em aspectos
morfométricos; tamanho (FSC - dispersao lateral de luz)
versus granulosidade (SSC - dispersdo frontal de luz). A
regido demarcada em vermelho identifica homogeneidade da
populacdo de interesse. O grafico € representativo dos

experimentos realizados com promastigotas.
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Figura 7: Curva de crescimento da cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619). A cultura foi iniciada com 5,0 x 10° promastigotas/mL da cepa de
origem (Thor) e dos clones (Thor 03 - Thor 28), e acompanhadas por 5 dias em meio Schneider enriquecido com 10 % de SFB e urina
humana. Cada ponto representa a média da contagem de parasitos/mL/dia de trés culturas. As barras representam o desvio padrdo e o (*) a
significancia  estatistica no teste T de Student (p<0,05).
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4.3.2 Infeccdo de macréfagos peritoneais de camundongos

O comportamento dos parasitos quanto ao seu potencial de infectar
macrofagos da linhagem isogénica de camundongos (BALB/C) foi avaliado a
partir da determinacdo da porcentagem de macrofagos infectados, do numero de
parasitos intracelulares por macrofago infectado e do calculo do indice endocitico
na 242 hora de infecgao.

Os parasitos utilizados nestes ensaios se encontravam na fase estacionaria
de cultivo. Neste estudo foram detectados diferentes padrfes de infectividade dos
clones avaliados neste trabalho. Os dados indicaram que a porcentagem de
macréfagos infectados variou de 4,67 + 3,06 no Thor 06 a 94,67 + 4,16 no Thor
17, seguida do Thor 25 (94,67 + 0,58) na 242 hora de infeccdo. Na 482 hora estes
valores ficaram entre 0 no Thor 06 a 91,67 + 2,89 no Thor 24, seguida do Thor 25
(91,00 = 1,00). Enquanto que na 722 hora variou de 0 nos Thor 05, 06, 15 e 16 a
81,00 = 1,00 no Thor 25.

Além disso, foi estabelecido o numero de amastigotas por macréfagos
infectados. Na 242 hora os dados variaram de 1,35 + 0,23 para Thor 15 a 8,49 +
0,84 no Thor 25; na 482 hora de 0 no Thor 06 a 9,39 £ 0,39 no Thor 25; e na 722
hora de 0 nos Thor 05, 06, 15 e 16 a 8,06 £ 0,28 no Thor 10 (Figura 8). Outra
caracteristica avaliada foi o indice endocitico na 242 hora de infeccdo, os
resultados variaram de 7,33 £ 4,16 no Thor 06; a 1135,33 + 79,21 no Thor 25
(Figura 9).
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Figura 8: Infeccédo in vitro de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c com a cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619) e
clones. As infec¢des foram realizadas na proporcédo de 5 parasitos por macrofago Os valores expressam a porcentagem de
macréfagos infectados e o numero de parasitos por macrofagos infectados em 24, 48 e 72h de infecgéo.
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Figura 9: indice endocitico de macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c. Os ensaios foram conduzidos na
proporcdo de 5 parasitos por macrofagos, pela cepa origem Thor e seus clones Thor 3-28 na 242 hora de infeccéo.
Valor obtido pela multiplicacdo da porcentagem de macrofagos infectados pela média de amastigotas por macréfagos

infectados. Teste t de Student entre a cepa Thor e cada uma das demais clones (*) p<0,01 e (**) p<0,05.

68



4.3.3 Obtencao de amastigotas extracelulares

Durante este estudo foi estabelecido condi¢des, in vitro, que simulam o
microambiente intracelular (temperatura, pH etc), para adaptacdo de formas
amastigotas da L. (V.) brazilensis. Desta forma estabelecemos uma estratégia
para gerar amastigotas axénicas deste parasito a partir de formas promastigotas
metaciclicas, em pH 5.5 e temperatura de 32°C. A estratégia para a obtencédo de
amastigotas extracelulares foi bem sucedida na cepa original e em 11 dos 17
clones estudados. Os amastigotas axénicos assim obtidos foram analisados por
microscopia eletronica de varredura, revelando a tipica morfologia ovoide com
aproximadamente de 2,5 - 4,0um e “auséncia” do flagelo, pois neste estagio esta

restrito a bolsa flagelar (Figura 10).

2
i 4
¥
.
i

Figura 10: Exemplares de amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis, da
cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619), transformadas in vitro. Os amastigotas foram
obtidos apés incubacgédo de promastigotas em meio Schneider com pH acidificado
para 5,5 seguida da alteracdo da temperatura de 26°C para 32°C, previstas na
mudanca de hospedeiros durante o ciclo do parasito. Os amastigotas assim
obtidos foram analisados por microscopia eletronica de varredura e as imagens
apresentadas sdo representativas dos ensaios de diferenciacdo feitos com os
clones da cepa Thor utilizadas no estudo.
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4.3.4 Selecdo dos iniciadores oligonucleotidicos e padronizacdo das
condi¢cdes de termociclagem para ensaios de PCR

Para a analise da expressao de proteases dos parasitos da cepa Thor e seus
clones, foram selecionados iniciadores para os ensaios de PCR. Depois de
escolhidos os genes-alvo e genes controle, suas sequéncias foram aplicadas no
algoritmo online Primer3 para a definicAho das sequéncias candidatas a

iniciadores. Os mais adequados foram selecionados e sintetizados (Tabela 4).

Para verificar a funcionalidade e especificidade dos iniciadores ensaios de
PCR convencional foram realizados. E em paralelo definiu-se as condicbes mais
adequadas de termociclagem, bem como as concentracdes ideais de reagentes.
Os ajustes nas condicfes dos ensaios de PCR foram considerados satisfatérios
qgquando uma unica banda era visivel apés a eletroforese dos produtos das
reacoes em um gel de agarose a 2%. Sob as condi¢cdes estabelecidas, os
produtos de amplificacdo de todos os alvos testados apresentavam tamanhos (em
pb) compativeis aqueles previstos na etapa de desenho dos iniciadores (Figura
11).

Subsequentemente, esses produtos foram sequenciados e analisados por
BLAST para se verificar a especificidade dos iniciadores desenhados. Os
resultados demonstraram que cada produto de amplificacdo foi alinhado como

similar a uma sequéncia compativel com a sequéncia-alvo esperada (Tabela 5).
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Tabela 4. Pares de iniciadores desenhados para a analise da expressao de genes-alvo de proteases e genes enddgenos em
Leishmania (Viannia) braziliensis por ensaios de PCR em tempo real.

Classe de P,rotease Genedb ID Gene-alvo Iniciadores Foward / Reverse Tamanho do
/ gene endbégeno Produto

5 —-GTT GTG GAT TTG GCT GGA CT -3’

Aspartico Protease LbrM.15.1530 presenilina-simile 80
5 — TCC ACA CAA AGA TGC CCATA-3’

o, LbrM.08.0810L L, 5 — AAC TTC CAG CGT AACCT -3’
Cisteina protease brM.08.0820 cisteina protease B , , 101
LbrM.08.0832 5 — AAC TCT TCC TCC GAC AG -3

_ . . 5'— CTA CTG CAC ACG AGC ACC AT -3’
Serina protease LbrM.13.0860 subtilisina-simile 99
5'— CGC AAT GTG AGAGTC CTTGA -3’

_ . 5 - TTC TCG GAC GAC CAT CCA - 3’
Metaloprotease LbrM.10.0610°  gp63, leishmanolisina 80
5 - GTG GTG CCC TGG TCG TAG - 3’

5'-TAT CTG CAT TCA CAT CGG -3

Gene endogeno LbrM.13.0200 a-tubulina 130
5'- CGT CAT CCT CAA CAC CA -3'

proteina ribossomal 40S 5'- AGA CGC TGG TGA AGA ACT GC -3

Gene enddgeno LbrM.24.2160
S8 5- AAG TCG ATG CCG TAATGC TT -3'

82

a — sequéncia consenso entre os genes citados (Rebello et al., 2010); b- sequéncia consenso entre 0s seguintes genes de gp63:
LbrM.10.0500, LbrM.10.0550, LbrM.10.0560, LbrM.10.0580, LbrM.10.0590, LbrM.10.0600, LbrM.10.0610, LbrM.10.1690,
LbrM.10.1710.
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Figura 11: Analise dos produtos de amplificacdo em gel de agarose a 2%.
Os marcadores de 50pb (1) e de 25pb (9) de DNA foram utilizados para a
estimativa do peso molecular dos produtos de PCR e demonstracdo da
amplificacdo de bandas Unicas utilizando os iniciadores para: presinilina
simile (2), cisteina protease B (3), subtilisina (4), gp63 (5), a-tubulina (6) e
proteina ribossomal 40S S8 (7) com amostras de cDNA de promastigotas
(A) e amastigotas axénicas (B) de L. (V.) braziliensis em fase estacionaria

de crescimento e controle negativo da reacéao (8).
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Tabela 5: Resultados da analise de produtos de PCR dos genes de Leishmania pela ferramenta NCBI BLAST

Gene alvo do Veller Escore no
Sequéncia resultado com maior indice de similaridade esperado no
produto Blast ? Blast
I Leishmania braziliensis subtilisin-like serine peptidase (LBRM_13 0860) -9
Subtilisina mRNA [GENE ID: 5413723 LBRM_13_0860] 1x10 117
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 GP63, leishmanolysin 4
gp63 (LBRM_10_0610) mRNA, complete cds 3x10 50,1
. Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 putative presenilin-like aspartic -8
Presenilina peptidase (LBRM_15 1530) mRNA, complete cds 4x10 63,9
cisteina Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like protease (CPB) -9
: 8x10 76,3
proteinaseB MRNA, complete cds
. Leishmania braziliensis alpha tubulin (LBRM_13 0210) mRNA [GENE ID: .33
a-tubulina 5413658 LBRM_13_0210] 4x10 141
proteina ish , liens : i | . 24 2
fibossomal 40S Leishmania braziliensis putative 40S ribosomal protein S8 (LBRM_24 2160) 110" 482
S8 MRNA [GENE ID: 5416060 LBRM_24 2160] '

%0 valor esperado de BLAST indica o nimero de vezes que a presente sequéncia-resultado ou outra com maior indice de similaridade com a sequéncia do
produto analisado surgiria como resultado da analise por BLAST por puro acaso. Um valor esperado baixo indica um alto grau de significancia para o
resultado. "O escore no BLAST (S’) € um valor normalizado derivado do valor do escore (S) n&o tratado, obtido pelo uso da seguinte férmula: S’ = (A S - In
K)/(In 2), onde K e A sdo parametros estatisticos do sistema de pontuagdo. O valor de escore no BLAST € (til para a comparagdo do grau de significancia
dos resultados de andlises por BLAST distintas.
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4.3.5 Padroniza¢des para os ensaios em PCR em tempo real

As condicdes de termociclagem oOtimas estabelecidas nos ensaios de
PCR convencional foram adaptadas para os ensaios de PCR em tempo real.
Sob essas condi¢des foi possivel observar um pico Unico na curva derivativa de
dissociacao, resultante da reacdo de amplificacdo, o que determina a formacéao
de apenas um produto por par de iniciadores utilizados com as amostras de
cDNA (Figura 12). Na tabela 8 esta descriminada a temperatura de dissociacao
para cada produto de amplificacdo. Os produtos desta amplificacdo desses
ensaios também foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%,
extraidos do gel e sequenciados. Os resultados obtidos foram idénticos aos
observados para os produtos dos ensaios de padronizacdo por PCR

convencional.

Os pares de iniciadores que apresentaram a eficiéncia mais baixa foram
para: a-tubulina, com 90,43% e cisteina proteinase B (CPB), a 94,94%; os
demais apresentaram indice de eficiéncia variando de 100,39% a 105,40%
(Tabela 6). Todos os indices de eficiéncia de amplificacdo foram considerados
nos calculos da expressao relativa dos genes-alvo e utilizados na correcao dos

valores dos Cts.

4.3.6 Expressédo relativa dos genes de proteases em promastigotas e

amastigotas da cepa de origem Thor e seus clones

A expressdao relativa dos genes de proteases dos clones em relacdo a
cepa original foi avaliada e verificou-se que ocorre de forma distinta. As formas
amastigotas apresentaram valores de RQ superiores aos da forma
promastigota, enquanto os da primeira variaram de 0,1 a 8,8, os da ultima
variaram de 0,1 a 1,07. Em promastigotas os valores mais elevados de RQ
foram para presinilina, uma aspartico proteinase, seguido da metaloprotease
gp63 e a serina proteinase subtilisina e em menor valor a cisteina protease B
(Figura 13A). Em amastigotas os valores maiores de RQ se apresentaram para

gp63, seguida de subtilisina, cisteina protease B e presinilina (Figura 13B).
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Na forma promastigota, os clones Thor 15 e 16 se destacaram com maior
expresséo de presinilina, e a Thor 28 com maior expressdo de gp63, todos
estes valores acima dos da Thor. A expressdo de subtilisina e cisteina ficou
abaixo da cepa Thor em todos os clones, o que apresentou maior valor de RQ

da primeira foi o Thor 05 e da ultima o Thor 21.

Nas amastigotas os clones Thor 05, seguida das Thor 22, 26 e 15 e 21,
expressaram mais gp63 que a cepa Thor. Em seguida, também acima da cepa
Thor, a subtilisina foi mais expressa pelas cepas Thor 22, 08, 05 e 26. A
cisteina protease B, com maiores valores de RQ no Thor 22 e a presinilina no

Thor 28, foram menos expressas que na cepa Thor.

As cepas Thor 17 e 25 foram as que se destacaram como as mais
distintas quanto a expressédo das proteases. A forma amastigota do clone Thor
25 apresentou valores de RQ de 842 para subtilisina e 610 para gp63,
superiores aos da cepa Thor. Enquanto que a forma promastigota da mesma
cepa e da cepa Thor 17 apresentaram valores de RQ muito inferiores aos do

Thor (Figura 14), chegando a um valor de RQ minimo de 2,8 x 10%.
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o.-tubulina proteina S8 do ribossomo 40S presenilina-simile

cisteina-proteinase B gp63 subtilisina

Curva derivativa (-Rn)

Temperatura (°C)
Figura 12: Curva de dissociacdo dos iniciadores. Os graficos demonstram a
curva de dissociacdo dos iniciadores apresentando um pico Unico, o que
corresponde a amplificacdo de um dnico produto. Este ponto define a
temperatura de dissociacao dos iniciadores e a formacao de fita Gnica.
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Tabela 6: Analise da especificidade dos pares de iniciadores e da eficiéncia de amplificacdo das combina¢Bes de pares de
iniciadores e amostras de cDNA nos ensaios de PCR em tempo real

Nivel de eficiéncia da PCR (%)

Gene alvo Temperatura de dissociacédo (°C) @ R?P .
presenilina-simile 83,48 0,993 100,92
CPB 82,24 0,991 94,94
subtilisina 83,49 0,993 100,92
gp63 82,03 0,993 105,40
a-tubulina 85,88 0,993 90,43
Proteina ribosomal 40S S8 83,47 0,992 100,39

& A temperatura de dissociacdo € determinada como a temperatura em que 50% dos produtos de amplificagdo encontram-se
dissociados (em fita simples). ® R? é o coeficiente da correlacdo obtida da curva padrdo e deve ser >0.99. ¢ O nivel de
eficiéncia da PCR representa a porcentagem de cépias dos produtos de amplificacdo presentes no inicio de cada ciclo da
PCR que se encontra duplicada ao final do ciclo, conforme determinado pela intensidade de fluorescéncia.
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Figura 13: Niveis de expressdo dos genes de protease. Os experimentos
foram realizados com promastigotas (A) na fase estacionaria de crescimento e
de amastigotas (B), da cepa de origem (Thor) e suas populacdes (Thor 03-28).
Os resultados estdo expressos em unidades de quantidade relativa (RQ). Os
genes de a-tubulina e proteina ribossomal 40S S8 de Leishmania (Viannia)
braziliensis foram utilizados como controles endégenos de expressao e
amostras de cDNA da cepa de origem como calibradores.
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Figura 14: Niveis de expressdo dos genes de proteases dos clones Thor 17 e Thor 25. Os
experimentos foram realizados com promastigotas na fase estacionaria de crescimento (Thor 17 pro
e Thor 25 pro) e de amastigota (Thor 25 ama) obtidas da cepa de origem (Thor pro). Os resultados
estdo expressos em unidades de quantidade relativa (RQ). Os genes de a-tubulina e proteina
ribossomal 40S S8 de Leishmania (Viannia) braziliensis foram utilizados como controles enddégenos
de expresséo e amostras de cDNA da cepa de origem como calibradores.
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4.4 Analises de agrupamento dos clones

Nesta andlise o conjunto de unidades amostrais (n = 17), os quais foram
medidos segundo as variaveis do estudo [curva de crescimento, indice endocitico
(24h), % de macrdéfagos infectados (24, 48 e 72h), numero de amastigotas por
macréfagos infectados (24h, 48h e 72h), expressdo génica de cisteina proteinase,
aspartico proteinase, metaloproteinase, serina proteinase proteases em
promastigotas e amastigotas]. A analise aplicada possibilitou reunir os individuos,

guanto a homogeneidade dentro do grupo e heterogeneidade entre grupos.

Uma vez que nem todos os clones de promastigotas foram capazes de se
diferenciar em amastigotas in vitro, as analises de agrupamento foram feitas com
(Figura 15A) e sem (Figura 15B) os dados de expressao génica das proteinases
de amastigota. As analises dos dendogramas resultantes indicaram a formacao
de dois grupos de parasitos. Grupo (I): Thor 04, 05, 06, 12, 15, 16, 21, 22 e 28;
Grupo (II): Thor, Thor 03, 08, 10, 17, 24, 25, 26 e 27, destacados em quadrantes
na Figura 14.

Uma analise descritiva, aqui representada em um diagrama de caixa (boxplots
Figura 16), possibilitou a identificacéo das variaveis que mais contribuiram para a
definicdo dos grupos. Os resultados indicaram que as varidveis mais ao centro do
diagrama (indice endocitico a 24h de infeccéo; % de macréfagos infectados a 24,
48 e 72h; numero de amastigotas por macrofago a 24, 48 e 72h) tem a maior
variagdo interquartilica e, portanto tem mais peso no célculo da distancia

euclidiana entre os clones.
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Figura 15: Agrupamento dos parasitos da cepa MCAN/BR/1998/R619. Os
dendrogramas demonstram o agrupamento dos clones da cepa THOR, incluindo
(A) ou ndo (B) a andlise de expressdo génica de proteases em amastigotas. A
escala a esquerda representa a altura de agrupamento com base na distancia
euclidiana das variaveis padronizadas entre os clones. Os quadrantes destacam a

formacéo de dois grupos distintos: (1) e (l1).
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calculo da distancia euclidiana entre os clones. As variaveis foram normalizadas
para que estivessem na mesma escala para fins comparativos. Variaveis: a — e:
dados das curvas de crescimento dia 1 a 5; f: indice endocitico a 24h da infeccéo;
g — i: dados de % macrofagos infectados a 24, 48 e 72h; j-m: numero de
amastigotas por macrofago a 24, 48 e 72h; Expressdo de aspartico, cisteina,
metalo e serina protease em promastigota (n-q) e em amastigota (r-u),

respectivamente.
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4.5 CaracterizagOes da resposta do hospedeiro

Com o estabelecimento de dois grupos distintos dos clones estudados, foi
possivel eleger representantes de cada um deles para seguir as analises. Sao
eles: grupo (1): Thor 15, Thor 21, Thor 22 e Thor 28; e no grupo (lI) = Thor, Thor
17, Thor 25 e Thor 27 (Figura 15).

Foram realizados ensaios para detectar citocinas e 6xido nitrico produzido por
macréfagos peritoneais de camundongos, na infecgéo in vitro, por representantes
dos dois grupos. Os sobrenadantes de culturas de macréfagos foram analisados
quanto a expressao dos mediadores e reguladores da imunidade inata produzidos
pelos macréfagos durante a infecdo (IL-1B, IL-6, IL-12 e TNF-a) (Figura 17) e o

oxido nitrico (Figura 18).

Com os ensaios de Luminex foi possivel detectar a citocina IL-1 nos
sobrenadantes de cultura de macréfagos infectados por parasitos do grupo () —
Thor 15 e Thor 21 e do grupo (Il) — Thor e Thor 27. Nas infec¢des dos clones Thor
15 a IL-1p foi detectada as 24 e 48h e na cepa Thor somente as 48h, nos demais
a citocina pbéde ser observada nos trés tempos de infeccdo. O maior nivel de
expresséo desta citocina foi detectado na cepa Thor 15 (26,77 + 2,62 pg/mL), em
24h da infeccdo dos macrofagos. Enquanto que o menor nivel foi observado no
clone Thor 21 (2,38 = 1,63 pg+/mL) quando a infeccao in vitro estava em 24h,
(Figura 17).

A citocina IL-6 foi detectada nas infec¢cbes por parasitos do grupo (I) — Thor
15, nos trés tempos analisados com as maiores taxas da citocina (21783 + 1732,9
/pg/mL, 24h), bem como no Thor 21; nos parasitos do grupo (lI) — no clone Thor
27, nas duas ultimas em niveis mais baixos (<319,98 + 25,9 pg/mL, Thor 27 as
72h) (Figura 17).

A citocina IL-12p70 foi detectada em quase todas os ensaios de infeccdo com
macrofagos, com valores semelhantes. Os menores valores da citocina foram
detectados nos ensaios de infec¢do por parasitos do grupo (I): Thor 15, somente
em 48h (0,38 = 0,22 pg/mL), no Thor 22 a 24 (0,63 £ 0,13 pg/mL) e 72h (0,38 %
0,13 pg/mL) e no Thor 28 em 24h (0,42 + 0,15 pg/mL); nas do grupo (Il) foi
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detectada na cepa Thor em 48h (0,38 £ 0,18pg/mL), em 24 (0,59 + 0,15 pg/mL) e
72h (0,38 £ 0,22 pg/mL) no Thor 17 e no Thor 25 (0,59 + 0,39 pg/mL) em 24h de
infeccéo, (Figura 17).

O TNF-a foi detectado no grupo (I): no Thor 15 em niveis mais altos que as
demais, nos trés tempos da infeccéo (24h = 559,43 + 103,9 pg/mL; 48h = 495,43
+ 51,8 pg/mL e 72h = 692,99 + 37,4 pg/mL). No grupo (ll) destaca-se a expressao
da na cepa Thor em 48 (153,37 + 9,8 xpg/mL) e 72h (125,57 + 4,7 pg/mL) de
infeccdo (Figura 17).

O 6xido nitrico ndo foi detectado nos sobrenadantes de cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos infectados pelo clone Thor 21 em nenhum dos
tempos analisados, em nossas condigbes experimentais (Figura 18). Niveis
detectaveis e expressdo do o6xido nitrico foram encontrados nas amostras
oriundas das infeccBes por parasitos do grupo (I): Thor 28 a producdo de 6xido
nitrico foi detectada apos 24h (0,10 = 0,06 uM) e 48h (0,10 + 0,06 xuM) de
infecc@o e nos sobrenadantes dos cultivos com Thor 22 apenas apos 24h (0,09 +
0,06 uM). Neste grupo, nas infeccdes com Thor 15 foi dectado um dos maiores
nives de oxido nitrico, apds 48h (0,26 + 0,07 uMapds 24h (xxxpuM). Nos ensaios
com os parasitos do grupo (Il): Thor (0,26 = 0,08 uM), Thor 17 (0,10 + 0,06 uM) e
Thor 27 (0,10 + 0,06 pM) induziram a producéo de 6xido nitrico somente apos 48h
de cultura, enquanto que este estimulo foi detectado) e 48h (0,10 + 0,06 uM) de
infeccdo com a Thor 25. Neste grupo foi possivel observar que o maior nivel de

expressao de 6xido nitrico foi induzido pela Thor (Figura 18).
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Figura 17: Deteccao de citocinas durante a infeccdo de macrofagos peritoneais.

Ensaios de Luminex avaliaram a presenca de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-12p70 e

TNF-a) em sobrenadantes de cultura de macrofagos peritoneais de camundongos

BALB/c infectados por parasitos do grupo | e grupo i

na proporcdo 5

parasitos:macrofago. Os tempos de cultura avaliados foram 24, 48 e 72h. Os

resultados representam a diferenca entre os valores de sobrenadantes de cultura

de macroéfagos infectados e controle néo infectados. Os dados foram expressos

em pg/mL como média e desvio padréo das analises.
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Figura 18: Deteccdo de Oxido nitrico durante a infeccdo de macréfagos
peritoneais. A concentracdo de Oxido nitrico foi avaliada pela reacédo
colorimétrica de em sobrenadantes de cultura de macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c infectados pela cepa Thor e clones do grupo | e grupo |l
na proporcéo 5 parasitos:macrofago. Os tempos de cultura avaliados foram 24,
48 e 72h. Os resultados representam a diferenca entre os valores de
sobrenadantes de cultura de macrofagos infectados e controle ndo infectados.

Os dados foram expressos em UM como média e desvio padréo das andlises.
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4.6 Correlacbes entre os dados bioldégicos dos grupos e expressao dos
fatores do hospedeiro e do parasito.

Na ultima etapa deste estudo foram propostas analises de correlacdo de
Pearson (D), com o objetivo de se avaliar possiveis correlacdes ente os dados
biolégicos (infeccdo de macréfagos, curva de crescimento) e os dados de
expressdo dos genes de proteinases e producdo de mediadores inflamatérios. O
P mede o grau de correlacdo e a direcdo desta correlacdo, se positiva ou
negativa, entre duas variaveis. As analises foram realizadas com os dados do
grupo (1) e do grupo (ll) previamente definidos, cujas imagens representativas das
infeccdes de macréfagos peritoneais de camundongos séo indicadas nas figuras

19 e 20, respectivamente.

No primeiro grupo de analise foi possivel correlacionar os dados de infeccéo
de macrofagos peritoneais de camundongos com os dados de producdo de
mediadores inflamatérios nas infeccbes pela cepa de origem e seus clones.
Quanto as citocinas TNF-a, IL-1B e IL-6 foi detectado uma correlacdo negativa
entre os dados enquanto que para citocina IL-12p70 e Oxido nitrico uma

correlacao positiva entre os dados (Tabela 7).

Também foram correlacionados os dados de expressdo de proteinases em
promastigotas com os dados da curva de crescimento no 4° dia de cultura, uma
vez que 0s parasitos se encontravam neste tempo de cultura quando foram
preservados em Trizol® para extragdo de RNAm. Foi possivel observar que ha
uma correlacdo positiva entre o crescimento em cultura e a expressao de cisteina
(0,018) e serina proteinase (0,223), e uma correlacdo negativa com a expressao
de aspartico (-0,434) e metaloproteinase (-0,198) (Tabela 8).

A expressado de proteinases em promastigotas também foi correlacionada aos
dados de infeccdo de macréfagos as 24h, uma vez que os parasitos utilizados
para infeccdo das células de mamiferos se encontravam no mesmo tempo de
cultura que os utilizados para analise de expressdo das enzimas. Observou-se
uma correlacdo negativa entre os dados de expressdo de cisteina (-0,253) e
serina (-0,241) proteinase e o indice endocitico e entre os dados de aspartico
(0,024) e metaloproteinase (0,815) (Tabela 9).
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Figura 19: Infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongos por parasitos do grupo (I). Cultura de macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c néo infectados (A: 24h, E: 48h e I: 72h) e infectados por parasitos do grupo (I):
Thor 21 (B: 24h, F: 48h, e J: 72h); Thor 22 (C: 24h, G: 48h, e K: 72h) e Thor 28 (D: 24h, H: 48h, e L: 72h). As setas

indicam as amastigotas e as cabecas de seta os vacuolos parasitéforos.
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Figura 20: Infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongos por parasitos do grupo (I1). Cultura de macrofagos
peritoneais de camundongos BALB/c néo infectados (A: 24h, E: 48h e |: 72h) e infectados por parasitos do grupo (ll):
Thor (B: 24h, F: 48h, e J: 72h); Thor 17 (C: 24h, G: 48h, e K: 72h) e Thor 27 (D: 24h, H: 48h, e L: 72h). As setas
indicam as amastigotas e as cabecas de seta os vacuolos parasitéforos.
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Tabela 7: Producédo de mediadores inflamatérios na etapa inicial de infecgéo.
Andlise de correlacdo dos dados de mediadores infamatérios produzidos

pelos macrofagos durante a infeccéo in vitro pelos clones da cepa Thor.

Mediador o .
. .. Indice endocitico (24h)
inflamatorio

TNF-a '0,438
IL-1B -0,374
IL-6 -0,447
IL-12p70 0,539
NO 0,400

*Valores de P negativo entre duas variaveis indicam que se uma aumenta a
outra sempre diminui; Valores de P positivo entre duas variaveis indica que se
uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de p para mais ou para
menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlacdo; de 0.30 a 0.7 indica

correlacdo moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlagéo.
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Tabela 8: Expressdo de proteinases formas metaciclicas. Andlise de
correlacdo dos dados de expressado relativa de proteinases de clones da

cepa Thor e dados da curva de crescimento de promastigotas in vitro na fase

estacionaria.
Proteinases de Parasitos/mL no 4° dia
promastigotas da curva
Cisteina proteinase 0,018*
Serina proteinase 0,223*
Metaloproteinase -0,198*
Aspatrtico proteinase -0,434**

* fraca; ** moderada; *** forte

*Valores de P negativo entre duas variaveis indicam que se uma aumenta a
outra sempre diminui; Valores de P positivo entre duas variaveis indica que
se uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de P para mais ou para
menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlagédo; de 0.30 a 0.7 indica

correlacdo moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlagéo.
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Tabela 9: Expressdo de proteinases no inicio da infeccdo. Analise de
correlacdo dos dados de proteinases produzidos pelos clones da cepa Thor

e dados da infeccdo de macrofagos in vitro em 24h de infeccéo.

Proteinases de . N
. Indice endocitico (24h)
promastigotas

Cisteina proteinase -0,058 *
Metaloproteinase -0,238 *

Aspartico proteinase -0,637 **
Serina proteinase 0,102 *

* fraca; ** moderada; *** forte

*Valores de P negativo entre duas variaveis indicam que se uma aumenta a
outra sempre diminui; Valores de P positivo entre duas variaveis indica que
se uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de P para mais ou para
menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlagcdo; de 0.30 a 0.7 indica

correlacdo moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlacéo.
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5. DIscussAo



A Leishmaniose Tegumentar Americana continua um sério problema de
saude publica com o agravante quadro atual de redistribuicdo geografica. A
doenca partiu originalmente de um padréo silvestre, para rural - urbano e pode,
como nos casos de leishmaniose visceral em muitos municipios no Brasil hoje, se
tornar urbano-urbano (Rotureau, 2006; Costa, 2008; Harhay et al., 2011). Esse
cenario s6 é possivel devido a presenca de reservatorios com habitos
sinantropicos e consideravel capacidade de adaptacdo dos parasitos e seus
vetores a ambientes periurbanos (Lainson et al., 1994; Carvalho et al., 2010;

Saraiva et al., 2011).

O potencial adaptativo destes protozoarios € um reflexo da diversidade
biolégica do género Leishmania (Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1995; 1997; 1998),
que apresenta reproducdo predominantemente clonal, com propagacao
exponencial quando num ambiente ideal. Entretanto, em condi¢des de estresse a
troca genética pode ser crucial para geracdo de novos fenétipos, possibilitando
aguisicdo de vantagens seletivas e subsequente expansdo numa determinada
populacdo, contribuindo para a diversidade fenotipica e o0s polimorfismos
genéticos em populacdes naturais do parasito (Miles et al., 2009). Atualmente, o
estudo destes polimorfismos nas espécies e subespécies utiliza-se de
ferramentas baseadas em andlises biomoleculares ou de isoenzimas. Além disso,
a identificacdo de marcadores biolégicos como viruléncia e tropismo do parasito,
permanece como ferramenta importante tendo em vista a abundante
biodiversidade de parasitos do género Leishmania (Garin et al.,, 2001).
Adicionalmente, enquanto ha fortes evidéncias de polimorfismo genético em
populacdes naturais de diferentes espécies de Leishmania (Cupolillo, Grimaldi,
Momen, 1998), o que explicaria a adaptacdo destes parasitos aos diferentes
ambientes aos quais estao sujeitos (Cupolillo et al., 2003), 0 mesmo ndo se pode
dizer para a adaptacéo do parasito no hospedeiro vertebrado.

Neste contexto, os estudos biolégicos e de expressao génica de fatores de
viruléncia destes parasitos podem auxiliar na elucidacéo dos seus mecanismos de

adaptacao, e € neste sentido que os propusemos este trabalho de tese.

Embora existam alguns estudos genéticos utilizando amostras de L.(V.)

braziliensis, pela primeira vez é proposto um estudo para avaliar a propriedade de
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um unico isolado de LTA reunir varios potenciais de agéo bioldgica na interacdo
com o hospedeiro vertebrado, tendo como destaque a expressao das proteinases,
enzimas envolvidas nas interacdes finas entre Leishmania e seus hospedeiros
(Silva-Almeida et al., 2012). Essas enzimas sdo importantes para viruléncia e
participam de véarias fases do desenvolvimento deste parasito, e demais
Leishmania sp, incluindo proliferacdo, nutricdo, diferenciacdo, interacdo com
hospedeiro e evasdo da resposta imunoldgica (McKerrow et al., 2006). Desta
forma, € importante identificar possiveis variacdes bioldgicas nas Leishmania spp
e correlacionar esta variabilidade com a expressao de genes de viruléncia do
parasito. Estas variagbes podem ter como consequéncia a producéo de diferentes
fendtipos, cujos reflexos podem estar associados a diversidade das

manifestacdes clinicas da doenca causada por esses parasitos.

A primeira abordagem deste trabalho trata as proteinases como um dos
fatores do parasito que influenciam no ciclo biologico das Leishmania spp. Neste
tépico foi realizada uma analise genémica comparativa na organizacdo dos genes
de proteases entre L. (V.) braziliensis frente a trés espécies: L. (L.) infantum, L.
(L.) major e L. (L.) mexicana, com o0 proposito de identificar caracteristicas
espécie-especificas que poderiam contribuir para diferencas fenotipicas ou de
viruléncia entre as espécies estudadas. Divergéncia, aquisi¢cdo, perda e rearranjo
genético dentro e entre regibes sinténicas vém construindo os genomas dos
tripanosomatideos (El-Sayed et al., 2005) e podem explicar a organizacdo e
diversidade do degradoma de Leishmania spp (o conjunto de genes codificados

pelo genoma de certo organismo) (Lépez-Otin & Overall, 2002).

Um achado interessante deste trabalho foi de que os genes de protease
estdo presentes em todos 0S cromossomos has quatro espécies, porém ocorrem
em diferentes quantidades. Fato consistente com a ja reportada importancia das
proteases para estes parasitos, uma vez que revela que genes para estas
enzimas sao abundantemente dispersos entre os genomas de Leishmania spp, e
€, complementarmente, uma indicagdo de que padrbes de evolucdo distintos tém

incidido entre as diferentes espécies.

Outros estudos que tratam da organizacdo gen6mica em Leishmania spp.

tém sido conduzidos e relacionam a configuracdo estrutural desses genes com
95



caracteristicas funcionais importantes. A organizacdo destes genes em conjuntos
repetidos permite os parasitos rapidamente gerarem um grande numero de
transcritos quando necessarios em grande quantidade (Victoir & Dujardin, 2002).
Outros autores sugerem que Leishmania spp. possuem uma estratégia para
aumentar os niveis de RNAm duplicando genes em cromossomos dissémicos ou

formando cromossomos supranumerarios (Rogers et al, 2011).

Tem sido proposto por Peacock et al (2007) que a auséncia de sintenia ndo
necessariamente indica uma diversidade linhagem-especifica em Leishmania spp.
Um dos primeiros estudos de gendmica comparativa nestes parasitos indica que a
despeito das variacGes fenotipicas entre as espécies, somente alguns genes sao
verdadeiramente espécie-especificos (Peacock et al., 2007). Em concordancia
com esse estudo nés também encontramos alguns genes que nao mostravam

semelhanca a nenhum de outra espécie estudada.

Este achado é importante, uma vez que genes exclusivos podem explicar
porque estas espécies causam patologias diversas e se desenvolvem em vetores
e hospedeiros especificos. Previamente foi relatado que mais de 99% dos genes
estdo conservados entre L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum e L. (L.) major,
revelando um alto grau de sintenia no genoma de diferentes espécies (Peacock et
al., 2007). Nossos dados indicam que, ao analisarmos estritamente genes de
proteases, 0 mesmo cenario é encontrado, uma vez que também observamos alta

sintenia entre as espécies estudadas.

Ao contemplarmos a utilidade de proteases dos parasitos como alvos para
guimioterapia, € muito importante considerarmos a hipétese de que estas enzimas
sdo Unicas para espécies de Leishmania e bastante diferentes das enzimas
correspondentes em seus hospedeiros mamiferos. Com a estratégia utilizada
neste estudo ndo encontramos similaridade entre sequéncias de genes de
proteases de Leishmania, frente a de genes de mamiferos, o que confirma a
possibilidade das aspértico, cisteina, serina e metaloproteases serem bons alvos

para quimioterapia.

Uma observacdo que chamou a atencdo foram os 36 genes para
metaloproteases em L. (V.) braziliensis relacionados a zinco metaloprotease,
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gp63. Esta metaloprotease € um fator de viruléncia muito bem caracterizado para
Leishmania spp. e tém sido relatadas diversas fun¢des na interacdo com seus
hospedeiros (Olivier et al., 2012). Nas outras espécies esta diversidade foi menor:
somente 6, 7 e 8 genes em L. (L.) major, L. (L.) mexicana e L. (L.) infantum,
respectivamente. A organizacdo dos genes de metaloproteases em espécies do
subgenénero Viannia é bastante diferente das espécies do subgénero Leishmania
(Voth et al.,, 1998). Esta predominancia em L. (V.) braziliensis, peculiaridade
também observada em L. (V.) guyanensis (Steinkraus et al.,, 1993), possui
significado biologico ainda ndo completamente compreendido (Victoir & Dujardin,
2002; Victoir et al., 2005). A amplificacdo de genes € um fenbmeno comum em
Leishmania (lovannisci & Beverley, 1989; Inga et al., 1998; Kebede et al., 1999) e
€ uma fonte provavel das diferencas entre os dois subgéneros, Leishmania e
Viannia. Esta variacao curiosa deve ter implicacdes fundamentais para a maneira

como cada espécie interage com seus hospedeiros.

As peculiaridades dos genes de proteases observadas no genoma de L. (V.)
braziliensis nos levaram a investigar a possibilidade da expressao desses genes
de viruléncia estar relacionada a varia¢des bioldgicas dentro de uma mesma cepa
deste parasito. Na continuidade deste trabalho foi possivel testar a hip6tese de
que um mesmo isolado de L. (V.) braziliensis ndo € homogéneo quanto a
expressdo de suas proteinases e quanto ao comportamento em cultura e na

infeccdo de macré6fagos murinos.

Os parasitos L. (V.) braziliensis MCAN/BR/1998/R619, cepa Thor, foi o
modelo escolhido para testar esta hipétese. A cepa foi isolada em um estudo de
deteccao de infeccdo em caes clinicamente suspeitos para LTA que residiam em
areas de loteamentos recentemente implantados no Municipio de Marica - RJ,
proximo da mata residual (Serra da Tiririca). O parasito foi isolado a partir da
cultura de fragmentos obtidos de leséo ulcerada, localizada na bolsa escrotal de
um cado da raca dinamarqués proveniente do bairro Itaipuacu. O isolado foi
caracterizado por isoenzimas apresentando padréo tipico de L. (V.) braziliensis
(Serra et al., 2003).

Um fato novo e importante observado nesse estudo € que nossos resultados

apontam para uma expressado heterogénea de proteinases pelos clones da cepa
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Thor nas formas amastigotas e promastigotas. Pela primeira vez é descrito que
um mesmo isolado de L. (V.) braziliensis contém clones expressando
diferentemente genes das quatro classes de proteinases majoritarias anotadas no
genoma deste parasito. Ainda, os amastigotas, de forma geral, expressaram mais
proteinases que 0s promastigotas. Interessantemente, os dados deste estudo
indicaram que em promastigotas a maior expressao foi de aspéartico e
metaloproteinase enquanto que nos amastigotas houve maior expressdo de
metaloproteinase e serina protease. Como proteinases sdo enzimas que atuam
nas duas fases do ciclo biol6gico deste parasito, e sdo reconhecidos fatores de
viruléncia na interagdo do parasito com o hospedeiro vertebrado (Silva-Almeida et
al., 2012), o significado bioldgico destes achados pode ser interpretado como um
potencial da cepa Thor de L. (V.) braziliensis de se adaptar aos diferentes
hospedeiros.

Os promastigotas metaciclicos e amastigotas sdo bioquimicamente pré-
adaptados para sobrevivéncia em pH acido e, nestas condicfes, estdo sujeitas a
acdo de proteinases diversas do hospedeiro e expressdo de suas proprias
proteinases. A atividade de proteinases em Leishmania € conhecida, e essas
enzimas sao essenciais ao ciclo de vida destes protozoarios (Coombs, 1982; Pral
et al., 1993; Silva-Lopez et al., 2004; Alves et al., 2005; Morgado-Diaz et al., 2005;
Rebello et al., 2009). Desta forma, a maior expressdo destes genes em
amastigotas € um forte indicio da importancia destas enzimas na etapa do ciclo
evolutivo nos hospedeiros vertebrados, em virtude das novas necessidades
metabdlicas e dos mecanismos de escape nestes hospedeiros (Silva-Almeida et
al., 2012; Pereira et al., 2014). Ressalta-se ainda nosso achado de que a
correlagcdo positiva entre os dados de expressdo de metaloproteinase em
amastigotas e o indice endocitico reforca a importancia desta classe de enzima

nas primeiras horas da infecgéo.

Chama a atencdo que a maior expressao destas enzimas em amastigotas na
cepa Thor e clones, est4 atrelada a mudan¢ca de ambiente, aqui representado
pelo choque de temperatura e pH necessarios para inducdo das formas
amastigotas em cultura (Hunter et al., 1982; Darling et al., 1987; Bates, Robertson

& Coombs 1992; Cysne-Finkelstein et al., 1998). Este é outro achado novo, pois
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0s estudos classicos de proteinases nas fases evolutivas das Leishmania spp sdo
relativos a experimentos que informam sobre diferencas na atividade destas
enzimas. Foi demonstrado que a atividade de metalo-, serina e aspartico
proteinases foi menor durante a transformacéo de promastigotas em amastigotas
induzida pelo choque térmico. Em contraste, a atividade de cisteina proteinase
apresenta aumento concomitante a diferenciacdo de promastigota de L.(L.)
amazonensis (Alves et al., 2005). Em relagdo a espécie L. (V.) braziliensis foi
demonstrado, em recente estudo, que ha uma modulacdo da expressdo dos
genes de cisteina proteinase durante o cultivo in vitro, com aumento relativo dos

transcritos do gene cpb de promastigotas destes parasitos (Rebello et al., 2010).

Ainda sob a 6tica do comportamento do parasito acompanhamos as curvas
de crescimento dos clones comparando-as com a da cepa Thor. Com esta
abordagem foi possivel determinar as fases de crescimento exponencial e
estacionario, sabendo que nesta ultima predominam as formas promastigotas
metaciclicas (Cysne-Finkelstein et al., 1998). O comportamento in vitro dos clones
confirma a constituicdo heterogénea da cepa. Embora nédo tenha havido diferenca
no dia em que os clones alcancaram a fase estacionaria, todos no quarto dia da
curva, foram observadas diferencas quanto ao tempo de replicacdo celular entre
os clones. Algumas tendo crescimento mais rapido no inicio da curva e outras

mais lento.

Na continuidade deste estudo foram realizados ensaios biolégicos com a
cepa Thor e clones, que avaliassem fatores do hospedeiro que influenciam no
ciclo biolégico do parasito. Na infeccdo de macrofagos peritoneais de
camundongos pudemos ver diferentes padrbes de infec¢cdo variando desde alta
carga parasitaria em 24h de infeccdo a baixos indices de infeccdo no mesmo
tempo, até resolucdo da infeccdo em 72h de experimento. Como em ensaios in
vitro os macrofagos sdo capazes de destruir os parasitos quando no seu interior
(Pearson et al.,, 1981), um ensaio experimental que acompanhe a infeccdo até
72h d4 um panorama mais real do potencial infectante dos parasitos estudados
(Sacks & Perkins, 1984). Um estudo com outras cepas Leishmania spp. do
subgénero Viannia verificou que estas sdo capazes de infectar macréfagos,

entretanto ndo tem capacidade de se replicar quando no meio intracelular (Matta
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et al., 2010). Diferente do que observamos no nosso estudo, uma vez que alguns
clones tiveram capacidade de persistir no interior das células de mamiferos até
72h.

Um achado interessante foi a formacédo de grandes vacuolos parasitéforos
nas infecgcbes causadas por alguns clones, diferente do que € observado
comumente na infeccdo pela espécie L. (V.) braziliensis (Zauli-Nascimento et al.,
2010). Vale ressaltar que a presenca de grandes vacuolos ocorreu nas infeccoes
com as maiores taxas. E senso comum entre os que trabalham com a espécie de
que L. (V.) braziliensis produz vacuolos parasitéforos pequenos, dificil de observar
pela microscopia 6ptica, de fato a literatura sobre a caracterizacdo de vacuolos
parasitoforos em espécies do subgénero Viannia é escassa, ao contrario do que
ocorre com espécies como L. (L.) amazonensis, L. (L.) major e L. (L.) mexicana

(Chang et al., 2003, Castro et al., 2006; Menezes et al., 2013).

As evidéncias apontadas neste estudo, de que a infeccdo in vitro dos
macrofagos de camundongos BALB/c pelos parasitos estimulam diferentemente a
producdo de mediadores/reguladores da resposta imune inata é um indicativo do
diversificado potencial de adaptacdo do parasito L. (V.) braziliensis
(MCAN/BR/1998/R619) ao hospedeiro vertebrado. A infeccdo de macréfagos
residentes desempenha um importante papel de sentinela nos estagios iniciais da
infecg@o por Leishmania, pois respondem ao estresse infeccioso tendendo ou nao
ao controle a infeccdo (Lopes et al., 2014). De fato, os clones do parasito Thor
revelaram tendéncias distintas na infeccdo de macréfagos, desde a eliminacao
total dos parasitos até taxas crescentes de infec¢do, o que significa que a L.(V.)
braziliensis consegue manter um alto grau de variabilidade fenotipica no combate

as acgOes deletérias do sistema imunolégico do hospedeiro.

Este diversificado perfil pd6de ser agrupado, e constatamos que houve uma
tendéncia indicando que os parasitos do grupo | sdo menos indutores de IL-1B e
IL-6 do que os parasitos do grupo I, e que as citocinas TNF-a e IL-12p70 sao
induzidas pelos dois grupos de parasitos. As anélises que demonstram correlacdo
entre o0 indice de infeccdo e producdo de IL-12p70 e NO corroboram com o0s
achados de infeccdo mais brandas nas infeccfes causadas pelos parasitos do

grupo | e mais intensas pelos do grupo Il.
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Possivelmente, o equilibrio da infeccdo em macréfagos no modelo BALB/c
seria influenciando pela complexa composicdo dos clones da cepa
MCAN/BR/1998/R619. De maneira geral, estes camundongos sao descritos como
pertencentes a uma linhagem sensivel a infeccdo por L. (L.) major (Scott et al.,
1988) e L. (L.) amazonensis (Pereira et al., 2008). No entanto, no caso da
infeccdo por L. (V.) braziliensis o BALB/c consegue manter maior controle da
infeccdo (DeKrey, Lima, Titus, 1998). Que pode ser explicado pelos achados
deste trabalho quanto a predominancia de parasitos com distintos potenciais de
infeccdo de macréfago in vitro, simulando o0s possiveis eventos iniciais da

infeccéo.

Esta complexidade fornece distintos fatores que influenciam os eventos apos
a invasao das leishmanias, com inducéo da producdo de TNF-a pelos macréfagos
e posterior potencializacdo da acdo do IFN-y que vai promover a ativacdo dos
macrofagos, a depender do clone do parasito resistente aos eventos inicias da
infeccdo (Scott et al., 1988). De maneira geral, as citocinas da familia IL-12 estédo
envolvidas no direcionamento de uma resposta do tipo Thl em camundongos
resistentes. Em infeccdo experimental com L. (L.) donovani foi proposto que
citocinas como IL-6 e IL-12p40 cooperam para mediar protecdo do hospedeiro na
infeccdo, mas que agem de forma independente para regular a producdo de IL-
10" e a expansdo de CD4" no controle da infeccéo (Stager et al., 2006). Também
€ descrito que a infeccao por L. (L.) major reduz substancialmente a producao de
NO e IL-12p40 por macréfagos B6 derivados de medula 6ssea de camundongos
(Lopes et al., 2014). Possivelmente, a combinagéo dos clones de parasitos pode
ser importante para o direcionamento final da infeccdo, pois ha tendéncias

distintas e complementares na inducao das citocinas da resposta imune inata.

O estudo aqui apresentado traz um novo olhar aos parasitos da espécie L.
(V.) braziliensis. Ao indicarmos que um mesmo isolado deste parasito pode ser
visto como um complexo de clones estamos afirmando que ha distintas
tendéncias em um Unico isolado. Nao obstante o pequeno numero de clones
analisados, o agrupamento indicado pelo método de classificacdo hierarquica foi
capaz de definir a complexidade destes parasitos. Ressalta-se que o conjunto de

dados que mais influenciou para a definicdo dos grupos | e Il da cepa Thor foi
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aquele relativo a infeccdo em macréfagos. O que nos alerta para outros possiveis
componentes do parasito e/ou hospedeiro envolvidos nos eventos iniciais da

infeccéo.

A diversidade da L. (V.) braziliensis provenientes de focos de diferentes
regides e biomas brasileiros sugere que possa existir uma relagdo entre origem
geografica e diversidade (Britto et al., 2009; Rocha-Lima, 2010). E o presente
estudo ressalta particularidades dentro de um mesmo isolado e que tais
particulares podem contribuir para diferentes perfis de infeccdo e adaptacdo a
vetores e hospedeiros. Ainda assim, ndo é claro como a organizacao atual dos
genomas de Leishmania spp. evoluiu, mas o conjunto de resultados agrupados
aqui enfatiza a capacidade das espécies de Leishmania utilizar a plasticidade de
seus genomas para modular seus fenétipos e aumentar suas chances de

sobrevivéncia nos hospedeiros.

102



6. CONCLUSOES
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e Os genes de proteases ocorrem em todos os cromossomos de L.
(V.) braziliensis, L. (L.) infantum, L. (L.) major e L. (L.) mexicana e

apresentam alto grau de conservacao entre os alelos correspondentes;

e Os genes de proteases de L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum, L.
(L.) major e L. (L.) mexicana apresentam baixa similaridade entre os genes

de proteases de mamiferos;

e A cepa MCAN/BR/1998/R619 de L. (V.) braziliensis € composta
por varios clones de parasitos e a obtencdo e manutencéo deles em cultura

€ possivel;

e L. (V.) braziliensis (cepa MCAN/BR/98/R619) e seus clones
apresentam curvas de crescimento distintas, sendo os primeiro e quinto dia

da curva os mais distintos.

e L. (V. braziliensis (cepa MCAN/BR/98/R619) e seus clones
produzem padrdes distintos de infeccdo in vitro de macréfagos de

camundongos BALB/c;

e A producdo de citocinas em sobrenadantes de infeccdo de
macréfagos murinos € heterogénea entre os clones da cepa
MCAN/BR/1998/R619. Algumas sao menos indutoras de IL-1(3 e IL-6, e as
citocinas TNF-a e IL-12p70, bem como o 6xido nitrico, sdo induzidas de

forma distribuida pelos clones estudados;

» A andlise de agrupamento permitiu a classificacdo de dois grupos
distintos de clones da cepa MCAN/BR/1998/R619, obtidas neste estudo. O
conjunto de dados que mais influenciou para a definicdo destes grupos foi

o relativo a infeccdo em macréfagos peritoneais murinos.

e Os clones de L. (V.) braziliensis cepa MCAN/BR/1998/R619
apresentam distintos perfis biol6gicos e quanto a expressao dos genes de

protease;



e Os clones da cepa MCAN/BR/1998/R619 expressam
diferentemente o0s genes das quatro classes de proteinases. Os

amastigotas expressam mais proteinases que 0s promastigotas.

e Entre os promastigotas da cepa MCAN/BR/1998/R619 ha maior
expressdo de aspartico e metaloproteinase e entre os amastigotas ha

maior expressao de metalo- e serina proteinases.
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Componentes de Superficie do Parasito
e o Papel na Interacao Parasito-Hospedeiro

Carlos Roberto Alves | Mariana Silva de Almeida | Franklin Souza da Siva
Bernardo Acécio Santini Pereira | Ricardo Luiz de Azevedo Pereira | Luzia Monteiro de Castro Cortes

rotozoarios, como os parasitos pertencentes ao género Leishmania, apresentam sua superficie recoberta por
Puma complexa membrana celular, que € a responsével pela manutengao da integridade de meio intracelular,
mantendo-o distinto do meio extracelular. Dessa forma, a membrana celular também rege a interagdo do protozoario
com o meio extracelular, atuando na captagao de nutrientes e vias de sinalizagbes que definem mecanismos de

adaptagdo do protozodrio.

Como a superficie celular desses protozoarios representa o primeiro contato com os diferentes microambientes dos
seus hospedeiros (invertebrados e vertebrados), a expressao regulada de componentes de superficie esta diretamente
relacionada ao sucesso da infecgdo. Desse modo, os componentes de superficie dos promastigotas e amastigotas sao
os determinantes da interagdo parasito/hospedeiro nas leishmanioses e podem significar alvos de agao sobre a
cadeia de transmissao da doenga em ambos os hospedeiros.

A membrana plasmética desses protozodrios apresenta ainda uma camada mais externa, constituida por uma rede
entrelagada de carboidratos ligados covalentemente acs lipideos e proteinas —o glicocalice ou glicocélix (glvkys = glicidios
e calyx = envoltério). Esse envoltorio € secretado pela membrana plasmatica, por vesiculas secretoras, e se mantém
aderido a ela, atuando nas interagdes entre os protozodrios e as células dos hospedeires. Uma vez que a constituicao
do glicocalice pode variar entre diferentes espécies e entre as formas evolutivas de uma mesma espécie, esta pode ser
utilizada para a caracterizagao de espécies e para o acompanhamento da mudanga das formas evolutivas. De maneira
geral, o glicocdlice dos protozodrios Leishmania € rico em glicosilfosfatidilinesitel (glycosyiphosphatidyiinesitol —
GPI), lipofosfoglicanos (lipophosphogiyean — LPG), glicoinositolfosfolipideos (glycoinositolphospholipids — GIPLs),
proteinas e enzimas.

Ao longo deste capitulo sera relatada a composigdo da membrana de superficie de Leishmania, com enfoque na atuagao
desses componentes no ciclo de vida do protozoario. O capitulo pretende apresentar o estado da arte desses componentes

nos subgéneros Leishmania e Viannia, principalmente nas espécies que ocorrem no continente americano.
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LIPOFOSFOGLICAND

O lipofosfoglicano (LPG) € um dos principais componentes da superficie dos promastigotas de Zeishmania sp.,
participando na constituigio do glicocdlice desses parasitos (Moody ef af, 1993). Foi identificado inicialmente em
promastigotas por meio de anticorpos monoclonais, sendo caracterizado como um lipopolissacarfdeo com propriedades
anfipiticas (Handman, Greenblatt & Goding, 1984). A estrutura e a expressdo do LPG variam entre as diferentes
espécies e estigios evolutivos do protozodrio, mostrando-se uma importante ferramenta na adaptagio do parasito
ante os diferentes microambientes dos hospedeiros (Pimenta, Saraiva & Sacks, 1991; Saraiva ef al., 1995; Clivier,
Gregory & Forget, 2005; Assis ef al., 2012). Estudos ir vifre utilizando Leishmania (Leishmaniz) mgior indicaram
gue a forma especifica de LPG de amastigota desaparece apis 48 horas da transformagie amastigota-promastigota,
enguanto durante a transformagao promastigota-amastigota, a forma especifica de LPG de amastigota foi detectada
12 horas apds a infecgdo (Glaser ef all, 1991). Em cutras espécies, como Leishmania (Leishmania) donovani, a forma
especifica de amastigota nao £ detectada (McConville & Blackwell, 1001).

O tipo de ancoramento do LPG & superficie da membrana plasmética € realizado porum grupamento GPI [1-0-alquil-
2-lisofosfatidil|miojinositol] presente em todas as espécies de Zefshmania analisadas até o momento (McConville &
Ralton, 1997; Turco & Descoteaux, 1992). O GPI apresenta um niicleo fosfossacarfdico com galactofuranose (GalA
interna. Uma das caracteristicas do género Leishmania € o fato de o GPI dispor de um esqueleto formado por unidades
repetitivas de fosfodissacarfdeos € na regido mais extrema, uma cobertura de oligossacarfdeos (Turco ef af, 1987; Ilg
ef al., 1002; McConville & Homans, 1992). Variagdes dessas estruturas podem ser defectadas dentro de uma mesma
espécie ¢ entre espécies de Leishmania, revelando um pelimorfismo dos cligossacarfdeos gue as constituem, servindo,
assim, como marcador especifico de espécies ou do estigio em que se encontra o parasito, como proposto para
Leishmania (Leishmania) mexicanael. (L) major.

A presenga de resfdues de Glufi,3 nas ramificagbes das unidades repetitivas de Galfi,4 Manal-FO4 € um
dos aspectos que distingue o LPG das formas promastigotas prociclicas de Leishmanin (Leishmania) fnfanfum das
metaciclicas. Tais modificagdes sio significativas na interagio desse parasito com seu vetor, o flebotominee Zufzomya
longipalpis, visto que, em contraste s formas prociclicas, as formas metaciclicas nao s3o capazes de se ligar ao
intestino do inseto vetor (Soares ef al., 2002).

O LPG das formas prociclicas de Zefshmania (Viannia) braziliensis foi caracterizado por nao conter cadeias laterais de
agficares. Diferente das espécies do subgénero Zeisfunania, as formas metaciclicas de 2. (77) braziliensis produzem menos
LPG ¢ adicionam resfduos de 1-2 (B1-3)Glicoss nas ramificagdes das unidades repetitivas de Galf1,4 Manwi1-PO4 do LPG.
Essa modificagio foi descrita come um novo mecanismo na regulagio da estrutura do LPG durante a metaciclogéness
(Soares ef al, 2003).

No hospedeiro invertebrado, o LPG € importante para a fixagio de promastigotas prociclicos ao epitélio intestinal, o
que representa uma etapa essencial 3 manutengie do cicle de vida do parasite no inseto vetor (Mahoney ef al., 1999;
Sacks ef al, 1995; Fimenta ef al, 1002). A L. (1) braziliensis apresenta um padrao de adesae ao epitélie intestinal de
Lutzomyia (Nyssomyia) whitmani, que caracteriza-se como um vetor bastante competente, diferente do observado em
Lu. () infermedia, sendo que neste Gltimo, o LPG parece ter uma impertdncia menor ne processe de adesac (Soares ef
al., 2010). Estudos recentes avaliando a permanéncia de uma linhagem mutante para LPG de L. (Z.) mgjior (null para
o gene [pgy que codifica para enzima transferase da galactofuranose) (Spath ef @l , 2000) no intestino de Phlebofomus
duboscgi evidenciaram que a auséncia da expressio de LPG reduz expressivamente a presenga de parasitos 72 horas
apés a infecgdo, sendo que apds 15 a 21 dias ndo se detecta a presenga de parasitos (Secundino ef al, 2010). E
interessante notar que a infecgio com a cepa mutants em Zu. fongipalpis, vetor nao natural desse parasito, mostrou-se
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mais efetiva do que com a cepa selvagem, indicando que o LPG nio € necessdrio para infecgdes em vetores ndo naturais,
fato também cbservado em outros estudos (Secundine ef al., 2010; Myskova ef al.. 2007).

Um pelipeptidec de 65 kDa no epitélio do trato digestério de Ahiebofomus papatasi foi descrito como ligante de
LPG das formas prociclicas Z. (Z.) mgjor (Dillon & Lane, 1999). Posteriormente, em uma série de experimentos, a
PpGalec, uma galectina expressa no epitélio intestinal de 2 papatasi, demonstrou ser crucial para sobrevivéncia e
transmissac de L. (Z.) mngjor por meic de sua ligagao com LPG (Kamhawi ef al, 2004). No inseto vetor —apés o escape
da matriz peritréfica —, os promastigotas necessitam aderir ao epitélio intestinal. Essa adesdo evita a excregio dos
promastigotas do interior da luz do intestino, assim como permite a sua multiplicagio & posterior diferenciagao, sendo
um fendmeno essencial 3 manutengio do ciclo de vida.

Mo hospedeiro veriebrado, o LPG € um importante ligante de macréfagos, estando diretamente envolvido nas etapas
iniciais da infeccdo. A utilizagie de uma cepa mutante de £. (Z.) major, deficiente no gene fpgs (fpgs-), revelou que o
parasito apresenta uma atenuagao de sua viruléncia nas infecges de macréfages de camundengp. Os promastigotas
Ipgi- se mostraram altamente suscetiveis 3 agio do sistema complemento, além de terem sido afetados por agentes
oxidantes produzidos pelas células do hospedeiro e perderem a capacidade de inibir a fus3o do fagolisossomo (Spath,
2000; Handman & Goding, 1985; Spath &f al., 2003).

Sabe-se também que o LPG de Lefsfunania spp. exerce uma agao inibitéria sobre a atividade da protefna quinase
C (PKC) de macréfagos, favorecendo o estabelecimento e manutencdo da infecgdo, uma vez que essa enzima £
um cempenente-chave do processo de ativagae de tais cflulas [Turco, 1999; Delgado-Dominguez ef al, 2010).
Embora esse efeito do LPG seja um fato estabelecido, 0 mecanismo de sinalizagio intracelular envolvido na resposta
oxidativa que lesa o parasito ainda nio fol esclarecido. Um avango na compreensio da via de agdo do LPG foi a
descrigao de que na infecgdo murina por L. (Z.) donovani hd uma agao seletiva sobre a isoforma PKC  dependente
de célcio, com diminuigdo da expressao e atividade dessa enzima (Bhattacharyya ef @l , 2001). Além disso, estudo
avaliando agdo de trés tipos de LPG de . (Z.) infenfum indicou que apenas uma variante € capaz de estimular a
produgae de éxide nftrico em macréfagos murines (Ceelho-Finamore ef al., 2011).

Em relagae ac sistema complemento, o LPG de promastigotas metaciclicas de £./Z.) mgjor inibe a formagae do
complexo de atague & membrana em virtude de suas longas cadeias de aglicar. As modificagies que ocorrem na
superficie dos promastigotas durante a transicac entre o estigio naoe infectivo (forma preciclica) ao infective (forma
metaciclica) obstruem a inserco do componente Iitico C5b-9 na membrana dos promastigotas infectivos (Puentes
et al., 1990; Puentes f @/, 1988; sacks, 1002). Por sua vez, LPG também pode atuar na ativagio do complemento,
com deposigao de c3b covalentemente ligado 3 membrana celular, o que proporciona a ligagdo dos promastigotas ao
macréfago via receptor C3bi, com a posterior endocitose das formas metaciclicas do parasito e lise das formas nio
infectivas (Puentes ef a/., 1088; Mosser, Springer & Diamond, 1992).

Além de atuar sobre macréfagos, o LPG de L. (Z.) mafor promove também a ativagao da resposta imune inata com

a participacao de linfocitos nafural killer (NK) e de células dendriticas por intermédio do receptor foll-like 2 (Becker ef

@/, 2003; Brandonisio, Spinelli & Pepe, 2004; soong, 2008). Em linfécitos NK, esta interagio do LPG com o receptor

toll-ike 2 leva a um aumento da sfntese de interferon gama (INF-y) e fator de necrose tumoral alfa (fumor necrosis

Jfactor alfia — TNF-ot), estimulando subpopulagdes de linfécitos T, o que conferiu certo grau de imunidade 2 infeccao em
animais de experimentacao (Becker ef al., 2003).

Além dessas caracterfsticas indicarem o LPG come um dos possfveis candidatos 4 vacina contra as leishmanioses
(Moody ef al., 1993; Tonui ef al, 2001), estudos em camundongos infectados previamente com cepas mutantes de
L. (Z.) major, deficientes nos genes [pg, indicaram uma resposta imune protetora contra infecgio de cepas virulentas
na auséncia de uma forte resposta Thi (Uzonna ef al., 2004).
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GLICOINOSITOLFOSFOLIPIDEOS

Os glicolipideos majoritariamente estudados em Leisfimania sao os glicoinositolfosfolipideos (GIPLs). Também
denominados GPIs livres, s3o glicolipfdeos de baixo peso molecular e altamente expressos na superficie do parasito
tanto nas formas promastigotas como nas amastigotas. Os GILPs de Z. (Z.) major contém de quatro a seis resfduos de
agficar ligados ao lipfdeo liso-alquil-fosfatidilinositol (Mcconville ef @/, 1990).

Estudos vém demonstrando que os GIPLs auxiliam na sobrevivéncia de Z. (Z.) major dentro de macréfagos, inibindo
a sfntese de dxido nftrico principalmente pela regido alquil-acil-glicerol (Proudfoot, o'Donnell & Liew, 1995; Zuffery et
al., 2003). Além disso, os GILPs, de modo semelhante ao LPG, provavelmente pela porgao GPI comum 2os dois, atuam
na inibigio da atividade de PKC [Zufferey ef @l , 2003). Diferengas na estrutura do GILPs sugerem que sejam espécie-
especifica, cepa-especifica e estigio-especffico (McConville & Blacwell, 1001; McConville &f al, 1994).

A taxa de infeccio de macrdfagos por L. () braziliensis tem sido relacionada com microdominios de lipideos da
membrana externa (defergent-resistant membranes — DRMs) de promastigotas contendo GILPs. A desestruturacao desses
dominios € capaz de induzir a uma diminuigao na taxa de infeccao de macréfagos por 2. (17) braziliensis, sugerindo uma
relagao entre os microdominios contendo GILPs e a infectividade desses parasitos (Yoneyama ef al., 2008).

PROTEINAS E ENZIMAS

Intimeras protefnas tém sido verificadas na superficie das formas amastigotas e promastigotas de espécies de
Leishmania, com base em estudos com marcagdes radioativas associadas s técnicas de imunoprecipitagao, ou Wesferm
Blatting, utilizando anticorpos moneclonais e soro imune de paciente e animais. Assim, uma faixa muito ampla de
proteinas, com massa molecular relativa de 10 kDa até 120 kDa, tem sido encontrada. Poucas dessas protefnas t8m sua
fungio conhecida, sendo uma notdvel excegio a protefna ligante de laminina com 67 kDa, identificada na superficie
de promastigota € amastigota de L. (Z.) donovani (Bandyopadhyay ef al., 2001). Assim como o observado para as
diferentes formas de LFG e GILPs, muitas das protefnas encontradas parecem ser estdgio-especificas, comoe € o caso da
protefna de 116 kDa presente em promastigotas infectivas de Z. () major (Sacks, Hieny & sher, 1985) e das protefnas
de 23 kDa, 52 kDa € 68 kDa em promastigotas e 38 kDa, 70 kDa e 74 kDa em amastigotas de L. (Z.) pifanol (Pan, 1986).

Um dos primeiros estudos sobre as protefnas de superficie de Z. (17} braziliensis, realizado em 1985, foi uma
simples comparagao entre a superficie celular dos promastigotas patogénicos e os nio patogénicos. Nesse estudo
foi constatado que a superficie celular desses promastigotas € diferente quanto aos receptores de lectinas e quanto
3s cargas (Avesta, Arguello & Hemandez, 1985). Nesse mesmo ane foi descrita outra esiratégia para a andlise
das protefnas de superficie desse parasito, a qual inclui a iodinagio da superficie celular seguida do procedimento
fracionamento com detergente nao idnico e cromatografia de troca ibnica, para isolar uma proteina de 65 kDa de
promastigotas infectivos (Misle, Mdrquez & Hernandez, 1985). No ano seguinte foram isoladas duas glicoprotefnas da
membrana celular de promastigotas de L. (17) draziliensis, uma de 53 kDa com afinidade de ligagae 4 concanavalina A
& & Ricinus communis e outra de 47 kDa com afinidade de ligagao a polichos bifforus (Nagakura ef al., 1986).

A proteina de 11 kDa de cinetoplastideos (Kinefoplastid membrane profein of 11 kDa —KMP-11) € as hidrofilicas
aciladas (hydrophilic acylated surface profein — HASP) também estao localizadas na membrana plasmética de
Leishmania spp.. Tais protefnas ndo apresentam domfnie transmembrana, peptidec sinal e nem dncora de GFI, €
s3o isoladas por solventes organicos juntamente com o LPG. A KMP-11 apresenta fortes caracteristicas hidrofébicas
e estd associada ao LPG na superficie celular do parasito (Jardim ef @l., 1005). 4 foi descrita em diversos géneros
de tripanossomatideos [Stebeck er al, 1995), contudo suas propriedades imunorregulatérias foram confirmadas
somente em pacientes com leishmaniose cutdnea e mucosa, uma vez que induzem a expressao de interleucina-10
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(carvalho ef al, 2005). Um estudo recentz demonstrou sua presenga em amastigotas e promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis € também que sua expressao aumenta na superficie dos parasitos durante
a metaciclogénese (Matos ef al, 2010).

As proteinas hidrofébicas aciladas de superficie (Aydrophobic acylated supface profeins — HASPs) tém
caracterfsticas hidrofilicas além de serem distintamente reguladas nas formas evolutivas do parasito e encontradas
com predomindncia em amastigotas ¢ em abundancia na superficie de formas infectivas de z. (z.) magjor (Flinn,
Rangarajan & Smith, 1094). Estas protefnas sdo expressas em genes em uma mesma regiao cromossémica nas
espécies do género Leishmania (Depledge ef 2l , 2010). Provavelmente a dupla acilagio que apresentam deve mediar
a associacdo com a membrana, agindo como uma ancora de superficie. Entre 70% a 80% das HASPs sio observadas
na face citosdlica da membrana celular (Denny ef @, 2000). J4 foi proposto que em pacientes com leishmaniose
visceral causada pela Zeishmania (Leishmania) chagasi, as HASPs estariam atuando na imunomodulagao da
infecgdo (Vinhas ef al., 1094).

A caracterizagio de genes por melo de métodos moleculares tem possibilitado a associagio de sequéncias de nu-
cleotfdeos com protefnas presentes em tripanossomatideos. E o caso de uma sequéncia de mucleotfdeos obtida de
L. (L.} donovani, a qual codifica para uma protefna com 108 aminodcidos, que apresentou 36% de identidade com a
protefna amastina da superficie de rypanosoma cruzi (wu ef al., 2000). No 77 cruzi a amastina foi caracterizada com
glicoproteina e atua na invasao e proliferacao intracelular desse parasito (Jackson, 2010). Em razao de auséncia de
estudos sobre a funcionalidade dessa proteina em Lefsfmania spp., nao se pode afirmar que tenha a mesma fungioe da
amastina de T ruzi. Porém, sabe-se que o gene dessa proteina, semelhants 3 amastina, € mais expresso na fase esta-
ciondria e principalmente em amastigotas de L. (L.} donovani, pedendo, dessa forma, estar relacionade a sebrevivéncia
de amastigotas dentro do fagolisossomo (Wu ef al., 2000).

Certas protefnas presentes na superficie do parasito parecem ter um papel na via de sinalizagao que leva 3 mudanga
de estigio dentro do ciclo de vida dos mesmos, como os receptores de adenilato ciclase (receptor AC). Essa enzima
cataliza a conversdo de adenosida trifosfato (ATF) a adenosina monofosfato ciclico (aMPc) €, assim, participam
de uma via de sinalizagao do AMPc ja descrita em protozodrios kinetoplastida (Seebeck, Schaub & Johner, 2004).
Esses receptores foram descritos em £, (Z.) donovani e podem induzir 2 mudangas de estdgio pela elevagao de AMPC
intracelular, fato cbservade em 7 crust (Sanchez ef al, 1995; Biswas, Bhattacharya & Das, 2011).

A glicoprotefna de 46 kpa, chamada de gp46/M-2, descrita na superficie de £. (Z.) amazonensis (Kahl & McMahon-
Pratt, 1087), apresenta notdvel resisténcia 4 digestdo proteolftica. sua estrutura contém uma sequéncia repetitiva de
24 aminodcidos, a qual corresponde a 22% do total da protefna madura, & um teor glicfdico de 7%, correspondents a
3 kDa, além de ser ligada & membrana pela 4ncora de GPI (Lohhman, Langer & McMahon-Pratt, 1990). A gp46/M-2
€ codificada pela mesma familia de genes polimérficos do complexo de antigenos-2 de superficie de promastigotas,
descrito previamente em L. (Z.) mgjor, € observa-se em sua estrutura regides conservadas com esses antfgenos
(Murray, Spithill & Handman, 1989).

Dentre todas as espécies de Leishmania j4 estudadas, os genes que codificam gp46/M-2 nio foram encontrados
em somente duas espécies: L. (17) brazillensis e Leishmania (Leishmania) enrittii (Hanekamp & Langer, 1991;
McMahon-Pratt éf al., 1902). Além disso, a expressao de RNA mensageiro (mENA) da gp46/M-2 de L. (Z.) chagasi
apresenta indfcios de ser mais elevada em promastigotas de fase estaciondria de cultura, levando a crer que seria
um fator de viruléncia desse estigio evolutivo do parasito (Beetham ef al, 1007). Outro fato importante € que
gp46/M-2 de L. (L.) amazonensis proporciona uma protegie contra a infecgde dessa espécie em camundongos
susceptfveis (Champsi & McMahon-Pratt, 1988; McMahon-Pratt ef @l., 1993). Tal observagao sugere que a gp46/M-2
seria outro antigeno candidato a vacina contra a leishmaniose (Liew & O'Donnell, 1993).
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As espécies de Ledshmania tém varias protefnas reconhecidas como membros de familias conservadas durante a
evolugio (Requena, Alonso & Soto, 2000). Dentre essas, sedestacam os proteofosfoglicanos (proteophosphaglycan —PPG),
caracterizados como polipeptfdeos altamente glicosilados. 530 protefnas que apresentam ligacio de fosfossacarfdecs
4 cadeia peptidica por o-glicosilagio. Os PPGs podem ser encontrados na membrana celular do parasito ancoradas por
GPI, sendo dessa forma denominadas mPeGs (llg ef al, 1990). A fungio dos mPPGs ainda nao estd totalmente clara,
porém especula-se que, em raziao da sua longa cadeia cobrinde 2 membrana plasmatica dos parasitos, tenha papel
importante como ligante a receptores de macréfagos e de células do trato digestério do insete vetor (llg, 2000).

Em promastigotas, um PPG secrefado e filamentoso (fPPG) forma um agregado viscoso, estabelecendo uma rede
de filamentos fibrosos como um gel. O fPPG € secretade pela bolsa flagelar (stierhof ef al, 1004) com 95% de sua
composigio de fosfoglicanes e a porgdo peptidica apresentando abundancia de serina, alanina e prolina. Sua extensiva
glicosilagio potencialmente confere capacidade de resistir 4 agio de proteinases, embora ainda nao existam claras
evidéncias nesse sentido. Além disso, sua participagio parece ser importante no blogueio do intestino anterior do
inseto vetor, o que impede a ingestdo de alimento e leva o inseto a sucessivas tentativas de se alimentar, aumentando
as chances de infeccio dos hospedeiros vertebrados por Zedshmania spp. (Ilg, 2000; Walters ef @/, 1989).

Amastigotas secretam dentro do vactolo parasitéfaro outro tipo de PPG, gue estruturalmente s3o definidos como
uma cadeia polipeptfdica modificada com fosfoglicanos ligados a resfduos de serina (Ilg, 2000} & contém agficares
semelhantes aos encontrados em LPG e nas fosfatases dcidas. A secregio deste PPG medificado dentro de macréfagos
parece contribuir para manuten¢io do vacfiolo parasitéforo (Peters, stierhof & Ilg, 1007). Adicionalmente, essa
molécula também € capaz de ativar o complemento via protefna ligadora de manose (Peters ef al, 1997), podendo
assim contribuir para ligacdo da Zeishmania spp. & célula hospedeira.

Varias espécies de Leishmania estudadas revelaram a expressao de fosfatases dcidas (acid phosphatase — AcP)
durante seu ciclo biolégico (Shakarian & Dwyer, 2000). Trés destas AcP foram descritas na membrana de L. (Z. ) donovani
com 128, 132 e 108 kDa ¢ pH Stimo de atividade préximo a 5,5 (Remaley ef al, 1985). O genes de Lelshmania para as
fosfatases Acidas secretadas (SAcP) € de membrana [MACF) mostraram-se homdlogos tanto em espécies viscerotrépicas
como dermotrépicas (Shakarian & Dwyer, 2000; Shakarian ef al, 2002).

Tanto as MACPS (que apresentam peso molecular 120 kpa e 134 kDa) quanto as SAcPs podem ser apontadas
como uma das estratégias de sobrevivéncia do parasito no trato alimentar do inseto wetor, e também no interior do
macrifago, uma vez que interferem na produgao de metabélitos oxidatives (H 0., oH, 0*) téxicos ao protozodrio
(Buchmuller-rRouiller & Mauel, 1987; Glew ef @/, 1988). Essas ectoenzimas s3c monoesterases capazes de hidrolisar
uma variedade de substratos fosforilados, principalmente fosfolipfdios e fosfoproteinas e, dessa forma, interfersm na
produgaoe de radicais livres pelos macréfagos (Glew ef al., 1988). Contude, seu papel na resposta imunoldgica ainda
nao estd completamente elucidado. Estudos com amostras de soro de pacientes com leishmaniose visceral (Ellis,
shakarian & Dwyer, 1008) detectaram anticorpos contra SAcPs de L. (Z.) donovani, sugerindo que sua expressao em
amastigotas induz a um estfmulo da resposta imune humoral.

outras classes de enzimas presentes na membrana plasmaética, no flagelo e na bolsa flagelar de diversas espécies
de Lefshmania sdo as 3-nucleotidases (~43 kDa) (cbrte-Real ef al, 1993) e 5*-nucleotidases (~70 kpa) (Campbell ef
al., 1991). Essas enzimas hidrolisam nuclectideos a dcidos nucléicos 3'-AMP e 5'-AMF respectivamente (Farajnia ef al,
2004; Gottlieb & Dwyer, 1983; Hansen ef al., 1952). As nuclectidases teriam papel nutricional importante, jé que esses
parasitos nao sao capazes de sintetizar purina via sintese de novo (Debrabrant, Gottlieb & Dwyer, 1995). A identificacio
de genes homdélogos dessa enzima em virias espécies de Zeishmania confirma que a 3'-nucleotidase € conservada
nesse género (Debrabant, Gottlieh & Dwyer, 1005), corroborando o seu papel critico na captago de purinas. A remogao
de porgdo C-terminal da enzima causa sua liberagio da membrana plasmética de 2. (@) donovand, demonstrando que
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esse dominio € responsével por seu ancoramento. Ainda assim, sua atividade enzimética nao sofre interferéncia com
a remogio desse domfnio & nem com a remogao de suas N-glicosilagdes (Debrabant, Ghedin & Dwyer, 2000). Como a
3*-nucleotidase nac foi detectada em células de mamiferos, ela surge como outra possibilidade de alvo para agio de
quimioterdpios mais seletivos (Farajnia ef al., 2004; Gbenle & Dwyer, 1002).

As enzimas transportadoras de fons ca®™ (Ca™*-ATPase) também foram descritas na membrana de superficie da
Leishmania spp. e atuam como uma bomba de €3**. Tais enzimas apresentam alta afinidade com esse fon e sua atividade
estd estritamente relacionada com a calmodulina, visto que antagonistas da calmodulina bloqueiam completamente sua
atividade (Banerjee, Sarkar & Bhaduri, 1999; Benaim f al., 1993). Com duas subunidades (51 kDa € 57 kDa) fortemente
associadas 3 membrana plasmética (Ghosh ef @/, 1900), conta com um sftic aloestérice ao Mg** capaz de modular sua
atividade cinética (Mazumder et al., 1992).

A homeostase da concentragao submicromolar de ca®* intracelular de 2. (17) brazifiensis, L. (1) mexicana, T cruzi
¢ mrypanosoma brucel € mantida pela atividade da Ca?*-ATPase presente na membrana plasmdtica desses parasitos
(Benaim & Romero, 1990). Também foi proposto que o aumento da atividade da Ca®* ATFase presente na membrana
plasmitica de Z. (Z.) amazonensis pode determinar a regulagac dos nfveis de célcio no interior do fagossomo [Corte-
Real, Santos & Meirelles, 1995).

Enzimas transportadoras de fons Mg®* também foram descritas na membrana celular de Zefshmania spp.,
sendo denominadas Mg**-ATPases. As Mg?*-ATPases de L. (L) donovani tém sua atividade modulada pela fluidez
da membrana (Dutta & al, 1990). Tais enzimas parecem ter uma fungio de bomba de extrusdo de H*, além de ter
um possivel papel na acumulagao de glicose e potdssio no meio intracelular (Dutta ef al., 1990; Mukherjee, Mandal
& Bhaduri, 2001). Alteragbes na atividade dessas protefnas podem estar relacionadas com a viruléncia do parasito,
participando da pré-adaptagio dos promastigotas para sobrevivéncia dentro dos macréfages (Berredo-Pinho ef al
2001; Luef al, 1997).

As proteinases consistem em outra categoria de protefnas descrita na membrana celular de Zeishmania spp. Entre
as quatro classes de proteinase descritas nesse parasito (Alves ef al, 2005; Silva-Lopez ef al., 2004; Bouvier, Eiges
& Bordier, 1085; 5ilva-Lopez & Giovanni-De-Simone, 2004), somente as metaloproteinases e as cistefna-proteinases
foram localizadas na membrana plasmatica de vdrias espécies de Leishmania, até 0 momento.

A gp63 € uma das principais glicoprotefnas encontradas na superficie de promastigotas de Zeishmania spp., com
massa molecular aproximada de 65 kDa. £ uma zinco-metaloproteinase e est4 fixada 3 membrana plasmética por
meio de Ancora de GPI, evidenciando polimorfismo entre espécies, além de ter uma expressao reduzida em amastigotas
(olivier & Hassani, 2010; Davies ef al, 1900; Muskus & Marin, 2002). Nos filtimos anos, tem sido demonstrado que a
massa molecular das metaloproteinases de Leishmania spp. nao € muito homogénea, podendo ser detectadas enzimas
desde 50 kDa € mesmo acima de 63 kDa (Alves, Mendonga-Lima & Alves, 2004; Yao ef al., 2004; Cuervo f al., 20006).

Nao obstante as metaloproteinases terem sido descritas como proteinases de membrana em espécies de
Leishmania, estudos recentes indicam que isoformas dessas enzimas tém localizagdo intracelular em L. (Z.) mexicana
e em L (I.) chagasi (Weise ef al., 2000; Yao &f al., 2005). Também uma andlise por microscopia confocal sobre a
distribuigio dessas enzimas em L. (17} braziliensis demonstrou a existéncia intracelular de metaloproteinases com
dominios homélogos a gps3, localizados préximos 4 bolsa flagelar (Cuervo ef al, 2008).

A Importincia das metaloproteinases no ciclo bioldgico da Zefshmania spp. ainda € alvo de muitos estudos. As
metaloproteinases tém atividade proteclitica sobre numerosos substratos, podendo estar envolvidas na degradagio
de macromoléculas do hospedeiro. Essas enzimas estio associadas 3 hidrélise e inativagiao de imunoglobulinas G
(Efges, Bouvier & Bordier, 1986; Mendonga-Lima & Atta, 1992) e tém propriedade de inativar o fator c3b, em C3hi,
do complemento (Bogdan & Rollinghoff, 1008; Chaudhur & Chang, 1088). Essa (ltima atividade pode auxiliar a
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internalizagie dos promastigotas ne macréfago, tendo como consequéncia C3bi atuar come opsonina, ligando ao LPG
ou a prépria gpe3 (Bogdan & Rellinghoff, 1008).

protétipos de vacina oral usando Salmonella typhimurium atenuada contendo o gene da gpe3 induziram um
fenétipo Th1 de protegdo, com linfécitos T CD4*, para infecgdo por £ (Z.) major em camundongos BALB/C (Xu &f al.,
1005). O &xito de vacinas de cowa também foi observado no controle da infecgio de BALBfc por L. (7.) mexicana
com inducio de linfécitos T citotéxicos (ali ef al, 2009). Também camundongos BALB/c vacinados com gpe3 em
lipossomos catidnicos induz protegio contra infecgio por L. (Z.) donovani (Bhowmick, rRavindran & ali, 2o08). por
sua vez, a vacinagio de cies com plasmideos de DNA codificante da gpe3, e outras protefnas de Zefshmania, nio
induziu protegio desses animais contra a infecgdo experimental por £ (Z.) infanfum (Rodriguez-Cortes ef al., 2007).
Mesmo sem uma clara definigio do perfil de protecdo que a gpo3 pode induzir, ainda € plausivel o uso dessa protefna
na construgdo de vacinas para as leishmanioses.

Estudos in sifico, com sequéncia da Z. (1) braziliensis, indicaram que regides do sftio catalftico da metaloproteinases
apresentam sequéncias conservadas e que regides que codificam os dominios de superficie estio possivelmente
envolvidas nas inferagbes parasito-hospedeiro: sitios de adesdo a macrdfago e epitopos de linfécitos T e B
imunodominantes (Victeir ef al, 2005).

Além disso, ji fol proposta uma fungio protetora da gpe3 contra a agio de tripsina e guimiotripsina do inseto
Vvetor, enzimas cuja expressao aumente apds o repasto sanguineo e, dessa forma, podem interferir no desenvolvimento
de parasitos no intestino do inseto. observou-se que a atividade de tripsina e quimiotripsina acarreta a diminuicio da
subpopulagio de promastigotas com expressio menor de gpo3 no intestine do vetor, quando este se encontra repleto
de sangue (Pimenta ef al., 1007).

Vérias cistefna-proteinases (CPs) foram descritas em espécies de Leishmania que causam a forma tegumentar
e visceral da doenga. Inicialmente essas enzimas foram descritas em amastigotas de L. (Z.) mexicana, que sao
particularmente ricas em CPs, principalmente encontrada em megassomas, com possivel papel na viruléncia no
hospedeiro vertebrado (Pupkis & Coombs, 1984; Robertson & Coombs, 1990).

Posteriormente verificou-se que essa enzima poderia ser detectada em outras espécies de Zeishmania e que 3 mesma
nao estaria exclusivamente relacionada s formas infectivas do parasito (Alves, Marzochi & Giovanni-de-simone, 1993;
Omara-Opyene & Gedamu, 1997). Com a descricdo do genoma de L. (Z.) major, fol observada a existéncia de genes que
codificam um total de 65 CPs, agrupadas em quatro clas e 15 familias (Mottram, Coombs & Alexander, 2004).

A possibilidade de CPs na superficie celular foi inicialmente demonstrada utilizando-se o método de extragio com o
detergente Triton X-114 (Alves, Marzochi & Giovanni-de-5imone, 1993). Nesse trabalho, 0s autores demonstraram que
promastigotas nao infectivos de £ (Z.) major apresentam uma protefna hidrofbica (20 kpa) com atividade enzimdtica
sensivel 4 presenca de um inibidor de cisteina-proteinases [L-trans-epoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidine) butano].
Estudos posteriores, nos quais foi utilizado soro de coelho antipapafna, uma CP de Caryea papaiz, demonstraram
a presenga de protefnas reconhecidas por esse antissoro na superficie da membrana celular e na bolsa flagelar de
L. (L.) amazonensis (Alves ef al, 2005; Mottram, Coombs & Alexander, 2004). Hoje, sabe-se que algumas isoformas
de CP estdo presentes na membrana de superficie de promastigotas de £. (1) braziliensis associadas a dncoras GFI
[Rebello ef al, 2009).

A maicria dos estudos sobre a atividade das CPs estd centrada nos grupos das enzimas denominadas CPA, CPB
€ CPC, e cada um deles apresenta caracteristicas que lhes sao proprias: CPA — constitufdo por enzimas da subfamilia
das catepsinas L. Esse grupo caracteriza-se por ser codificado por um gene de cdpia finica e pela auséncia de uma
longa extensdo COOH-terminal antes de seu processamento final (Mottram ef al, 1992; Mottram & Coombs, 1998);
CFB — constitufdo por enzimas da subfamilia das catepsinas L. Esse grupo caracteriza-se por uma longa extensio
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CcoOH-terminal nas formas das enzimas antes de seu processamento final. Além disso, as enzimas CPBE sdo expressas
por genes com miltiplas cépias, organizados em sequéncias em fandsm. Essas isoformas apresentam variagdes entre
suas especificidades por substratos e propriedades cataliticas (Brooks ef al., 2001); CPC — constitufdo por enzimas da
subfamilia das catepsinas B. Esse grupo, de forma similar ao grupo CPA, € codificado por um gene em copia finica e
nac apresenta uma extensac COOH-terminal como as enzimas CPB (Bart, Coombs & Mottram, 1995).

AS CPs de Lefshmania spp. podem atuar como moduladores da resposta imune nas infecges tegumentares.
Nesse particular, € vilido ressaltar que sequéncias peptidicas da regido COOH-terminal das CPBs tém potencial
imunorregulador na resposta imune celular para casos humanos de LTA causados por L. () braziliensis (Alves
et al., 2001) e no desenvolvimento da infecgdo experimental murina por L. (L.) amazonensis (Alves ef al., 2004,
Pereira ef al., 2011).

Existem evidéncias da agio de CPs de Leishmania atuando na regulagdo do sistema imune do hospedeiro, tanto
induzindo este a apresentar uma resposta tipo Th2 quanto inibindo uma resposta do tipo Thi. As CPs de L. (L) mexicana
e de L. (L) amazonesis sao capazes inibir a apresentagio de antfgenos pela degradagio da molécula do complexo
principal de histocompatibilidade classe I no vactiolo parasitéforo do hospedeiro (Souza Ledo ef @l , 1995).

A geragdo de mutantes deficientes nos genes das CPB (Acpb) permitiu a obtengdo de informagdes sobre a
importancia dessas CPs na interagio parasito-hospedeiro. Mutantes de £. (Z.) mexicana Acpd apresentaram viruléncia
reduzida e pouca capacidade de promover lesdes em camundongos BALB/c (Alexander, Coombs & Mottram, 1998) e
somente a reinsergio de miltiplos genes CPB nesses mutantes por um cosmideo foi capaz de efetivamente restaurar
sua viruléncia, sugerindo que tais genes t8m fungdes complementares (Denise f al., 2003).

Além disso, existem indicios de que a enzima CPB de . (Z.) mexicana ativa € capaz de clivar os receptores de IL-2 &
de IgE e de induzir a expressio de IL-4 em camundongos, promovendo a resposta Th2. camundongos infectados com
parasitos mutantes Acgpd foram capazes de apresentar uma resposta do tipo Thi e, dessa forma, debelar a infeccio
(Pollock ef @l , 2003). Também j4 foi descrita a capacidade de diferentes espécies de Leishmania, inclusive da z. (Z.)
mexicana, de inibir a produgao de IL-12 em macréfagos e células dentriticas (Weinheber f al, 1998). Esse processo
€, a0 menos em parte, dependente da CPB, uma vez que parasitos de tipo selvagem contam com uma capacidade
maior de inibir a produgio de IL-12 do que mutantes Acpb, e inibidores de CPE sio capazes de impedir essa agdo dos
parasitos. £ possfvel que tal capacidade seja resultado da clivagem proteolftica tanto do fator de transcrigio kappa B
do hospedeiro quanto de seu inibidor IxB pela CPB (Cameron ef @l, 2004).

Nao obstante homéloges de CPB terem sido detectados na membrana celular de promastigotas de L. (1) braziliensis
(Rebello ef al, 2009), assim como outras cistefna-proteinases em L. (Z.) amazonensis (Alves ef al., 2000), essas
enzimas estio presentes nos grandes lisossomos do estdgio amastigota e também podem ser liberadas na matriz
extracelular, o que pode facilitar alguns de seus efeitos (Mottram, Brooks & Coombs, 1908).

Protefnas que ligam 2 heparina (PLHs) também foram descritas na superficie de Leishmania spp. (Butcher &t al,
1000; Azevedo-Pereira ef al, 2007; Mukhopadhyay ef al, 1989) e outros tripanossomatideos (Kock ef al., 1007;
Ortega-Barria & Pereira, 1991). A malor parte dos estudos com PLHs de Zeisimanie spp. tem sido desenvolvida
com L. (L) donovani, L. (L.} major e L. (L.) amazonensis, € sd recentemente foi proposto o estudo dessa proteina em
L (V) braziliensis. Nesta espécie, a PLH sinalizou uma possivel participagio na interagao com proteinas do intestino
de Lu intermedia e de Lu. Whitmani (Azevedo-Pereira ef al, 2007).

Nos parasitos nos quais as PLHs foram estudadas, verificou-se que essas moléculas agem como protefnas de
adesio ¢ podem promover a interiorizagio dos mesmos com as células hospedeiras. Experimentos realizados com
promastigotas de L. (Z.) donovani demonstraram gue em tormo de 860 mil moléculas de PLHs sdo encontradas na
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superffcie do parasito, mais precisamente na porgao flagelar dos promastigotas, e que por meie de ligagao com
heparina pudesse induzir a inibicao da atividade de PKCs sobre a superficie celular do parasite (Butcheref al, 1990;
Mukhopadhyay ef al., 1989).

As PLHs estariam relacionadas as formas infectivas de L. (L.} donovani, ja que estas predominam em promas-
tigotas de fase estaciondria de cultivo & que sucessivas passagens dessss parasitos em meio de cultivo levam 2
perda da capacidade de os mesmos se ligarem 3 heparina (Kock ef al, 1907; Butcher ef al, 1902). Amastigotas
de L. (Z.) amazonensis e de L. (Z.) major tém maior capacidade de se ligar & heparina do que promastigetas das
mesmas espécies (Volf, Svobodova & Dvorakova, 2001). Além disso, glicosaminoglicanos come heparina influen-
ciam o desenvelvimento de £. (Z.) mgior no intestino do inseto vetor, aumentande a carga parasitdria dos insetos
experimentalmente infectados.

Uma recente discussao alerta para o fato de que as PLHs, assim como o LPG, estariam participando dos fendmenos
meleculares de ligagao entre promastigotas de L. (V) braziliensis € o trato digestdrio de espécies de Zufzomyia que
atuam como vetores na leishmaniose tegumentar americana (Alves, Cirtes & Brazil, 2010). Assim, outros componentes
da superficie dos promastigotas de £. (17) draziliensis, como as protefnas, podem estar envolvidos nas etapas de
ligagio desse parasito ao intestine do vetor A habilidade de os promastigotas estarem aderidos s microvilosidades
do trato digestério dos flebotomineos € um passo essencial para manutengio de ciclo de vida do parasito, sendo um
fator que distingue parasitos infectivos dos nao infectivos.

Demonstrou-se, em ensaios in vitro, que a heparina e o sulfato de heparan sao os principais GAGs envelvidos no
fendmeno de inibigio da ligagao de promastigotas e amastigotas de Leishmania spp. 4s células hospedeiras (Butcher
et al., 1002; volf, svobodova & Dvorakova ef al, 2001). Curiosamente, também demonstrou-se que a heparina
pode aumentar a ligagae de promastigotas acs macrdfagos (Butcher &f al , 1202). Tal fato € um indicative de que a
heparina poderia influenciar duas atividades distintas sobre a infecgio celular por Zeishimania spp., sendo também
uma sugestao para heterogeneidade funcional das protefnas que ligam a heparina presente na superficie do parasito.

Embora certas protefnas e proteinases de Zefshmania spp. sejam ancoradas por GFI e t8m agdes definidas no
ciclo de vida do parasito, ressalta-se que nem todas as protefnas ancoradas per GPI sdo essenciais ao crescimento ou
infectividade no hospedeiro vertebrado. Mutantes AGRI# de L. (L.) mexicana foram capazes de promover a infecgac em
camundongos (Hilley ef al., 2000). Esses mutantes nao tém o gene GPI8 que codifica a enzima transamidase, a qual
¢ responsdvel pela adicio da porgio proteica & ancora de GPL

CONGLUSGES

Os parasitos do género Zeishmania apresentam uma série de peculiaridades adaptativas nas diferentes fases de
seu ciclo biolégico. Como as superficies celulares dos promastigotas e amastigotas estio em contato direto com tecidos
e células dos hospedeiros, € razodvel que a organizacio destas seja uma das estratégias para aumentar as chances de
sucesso do parasitismo.

A0 fazer uma sintese do conhecimento atual sobre o papel funcional dos componentes do parasito € possivel indicar
o envelvimento desses componentes nos eventos iniciais da dinidmica de interagio finas e vitais que se estabelecem
entre os protozodrios Leishmania e os seus hospedeiros (Tabela 1). Assim, quando os promastigotas ou amastigotas
mudam de hospedeiro ocorre ativagio de receptores presentes na superficie celular, que sinalizam para transformagio
do parasite (receptor de adenilciclase). Nessa mudanga de hospedeiros, permanecem ativas nos parasitos enzimas
que favorecem o equilibrio e a adaptagdo as condigdes idmicas (Ca®* - e Mg®*- ATFases) € a captagdo de nutrientes
essencials (3'-nuclectidase e 5'-nucleotidase).
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Tabela 1 — Principais componentes da membrana de superficie das espécies de Leishmania e suas atuagles nos hospedeiros
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Fungio
Compaonznizs
Hizspedeim Vert=brade Hospedsiro Inverizbrado
Ligante de macrifzges;
Inibe & atividade da FKC de macrifages;
Em metaclchicos- (a) inibe a formagan do lexo de 4 membrana; e (b]
LPG i s {al ne ea_ ag.au_ El]mp ataquﬁ ™ . rana; e (b) Fixa promastigatas prociclicos a0 epitélio infestinal
ativa complemento proporcionando 3 ligagao ao macrifago via G3bi;
Atuz na resposta imune inata via céulas NK e célula dendriticas por meio de
receptor roli-ike 2 e palo aumento de INF-y & TNF-o
Inib= simtese da Gxido nitrica em macrifagos;
GiFLs Inibe atividade de PHC; FMd
Infiuencia a taxa de infecgdo de macrifagos;
Proteinas e enzimas:
FMP-11 Imunomodulagan Frid
HAZP Imunomadulagan Frid
Amastina Imvasan & multiplicagdo infracelular Fhid
Receptor d Induz & mudanga d j stignta
!:rh?r ? Induz a mudanga de estdgio de promasfigota a amastigta . mu g2 de estdgio ama 8
adenilciclass promastigota
Ep4GM-2 Fid Fid
mPPG — liganie de receplores de macrifagos mPPG — ligante de células do fubo digeshieio
aFPG — confribuir para manutengao do vacidolo parasibiaro Fid
PPG
2PPG — ativa complemento via proteina ligadora 2 manose Fid
Fid PPG — dificulta ingestdn de alimenta da flebitomo
AcPs MicFs/SACFs — interferem na produgao de metabdlitos ovidatives (H0,, OH-, 0%) | Idem
3-nuciabdase e Pape! nutricional — hidrélise de nucleotidens a dcides nucleicos (3-AMP e 5'-AMF) | Ide
= uckeabidase 'ape| nufricional — hidrblise de nucleotidens a dridos nucleicos (3™-AMP & 5'- m
Ca™*- ATPase Manutengio dos nfveis de Ca** citoplasmatico e do fagassomo Manutengin dos niveis de C2** citnplasmdtico
Fumgdn de bomba de exdrusan de H*
Mgi+- ATPases Acumulagio de glicoss e potdssio Fid
Pré-adaptagdo dos promastigotas no macrifago
Hidrilise & inativagdo de imunoglobulinas G; . - .
_ . _ Protege o5 promastigotas da agao da tipsing &
Metaloprotean Inafivagao do fator G3b em C3bi do lementa;
= _ _0 [_: ) m_ & complEmerta: quiminiripsing da intesting da insefn;
Adesan inferiornizagan nos macrofagos
Cisteina Imunceregulador na leishmanicss cutdnea- com afividade enzimafica sobre
o componentes do sistema imune & pela atuagio da regido C-erminal na indugdn Fied
profeinases
respasta Th2
. . Ligagdn dos promastigntas ao trato digestirio de
FLH Ligagaa dos pramastigtas aos macrifagns fehibtoms
(Obs- FNd (fungdo ndo determinada).
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A superficie celular desses protozodrios € capaz de controlar atividades especificas para viverem em um ou outro
hospedeiro. Até o presente momento, a maioria dos componentes de superficie dos parasitos, ja descritos anteriormente,
tem o papel biol6gico relacionade ao hespedeire mamifero, enquante apenas um escasso nimero voltadoe 4 interagio
com o inseto vetor foi estudado. Nesse cendrio, o LPG € o componente de superficie mais diversificado em fungdes
direcionadas 4 manutengao do ciclo de vida do parasito, com atuagao no vertebrado (influenciando na resposta imune
inata e adquirida e subvertendo as fungbes do macréfago) e no inseto vetor (realizando a fixagao do promastigota ao
trato digestério).

No hospedeiro vertebrado, o parasito tem a capacidade de controlar ou subverter a agio de diversos componentes
do sistema imune. A superficie celular refine fatores como protefnas, enzimas efou glicoconjugados voltados 2
imunomodulagio da resposta imune do hospedeiro vertebrado, favorecendo assim a sobrevivéncia do parasito.

Também as protefnas de superficie, como metaloproteinases e protefnas que ligam & heparina, tém agdes no vertebrado
(nas fungdes do macréfago), mas somente as metaloproteinases atuam no inseto vetor (protege os promastigotas da
agao de proteinase do inseto); e € nitido o papel das cistefna-proteinases na resposta imune da leishmanioss cutanea do
hospedeiro vertebrado, como enzima e como indutor de resposta imune celular

Mesmo com os conhecimentos aqui reunides sobre a os componentes de Leishmania spp., para uma real
compreensio dos fenémenos de interagio entre os parasitos e seus hospedeiros faz-se necessario levar em consideragio
a agio de todos os componentes de superficie — aqueles j4 descritos e os que ainda estio em estudo, uma vez que uma
categorizagio artificial da importincia destes pode acarretar uma interpretagio incorreta de tais fendmenos.
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Abstract

Background: The genus Leishmania indudes protozoan parasites that are able to infect an array of phlebotomine
and vertebrate species. Proteases are related to the capacity of these parasites to infect and survive in their hosts
and are therefore classified as viruence factors.

Findings: By analyzing protease genes annotated in the genomes of four Leishmania spp [Leishmania (Leishmania)
infantum, L (L) major, L. (L) mexicana and L. (Viannia) braziliensis), these genes were found on every chromosome of
these protoma. Four protease classes were studied: metallo-, serine, cysteine and aspartic proteases. Metalloprotease
genes predominate in the L (V) braziliensis genome, while in the other three species studied, cysteine protease genes
prevail. Natably, cysteine and serine protease genes were found to be very abundant, as they were found on all
chromosomes of the four studied species. In contrast, only three aspartic protease genes could be detected in these
four species. Regarding gene conservation, a higher number of conserved alleles was observed for cysteine proteases
(42 alleles), followed by metallo proteases (35 alleles) and serine proteases (15 alleles).

Conclusions: The present study highlights substantial differences in the organization of protease genes among

L (L} infantum, L. (L) mgjor, L (L} mexicana and L (V) braziliensis. We observed significant distinctions in many protease
features, such as occurrence, quantity and conservation. These data indicate a great diversity of protease genes among
Leishmania species, an aspect that may be related to their adaptations to the peculiarities of each microenvironment

major, Leishmania (Leshmania) mexicana, Proteases

they inhabit, such as the gut of phlebotomines and the immune cells of vertebrate hosts.

Keywords: Leishmania, Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) infantum, Leishmania (Lekhmania)

Background

The World Health Organization classifies the leishmania-
ses, infections caused by parasites of the genus Leishmania,
among emerging diseases that lack effective control. Annu-
ally, an estimated 1.3 million new cases occur and 20,000
to 30,000 deaths are attributed to these diseases [1]. The
clinical forms range in severity and are classified as follows:
punctuate skin lesions to oronasal disfigurement are clas-
sified as cutaneous leishmaniasis (CL), whereas fatal sys-
temic infections are classified as visceral leishmaniasis
(VL). Leishmania spp are distributed worldwide and are
organized into subgenera and species complexes. Their
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transmission to mammalian hosts occurs during the blood
meal of infected sandflies, which in turn acquire the para-
sites when feeding on an infected host, thus maintaining
the cyce of the disease. The species grouped into the
Leishmania (Leishmania) donovani complex, including
L. (L) infantum, are the agents of VL. As for the species
commonly associated with CL, L. (L.) major is reported in
the Old World, whereas L. (L.) mexicana and L (Viannia)
braziliensis are the main species reported in the New
World. This latter species is also associated with the muco-
cutaneous form of the disease.

In arecent review study, we have highlighted the pivotal
roles of proteases as virulence factors for Leishmania spp
[2]. Such enzymes have been implicated in many parasitic
activities, such as tissue invasion, survival in macrophages
and host immune response modulation.
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are common to all studied species. These genes are lo-
cated on chromosomes 1, 15 and 29 (Figure 1).

Regarding genes for different protease classes that
occur on the same chromosome, most of the studied
chromosomes were found to contain genes for multiple
protease classes. The exceptions were chromosomes 3
and 6, which were found to contain only serine protease
genes and chromosomes 5, 11 and 22, which were found
to contain only metalloprotease genes.

Due to fusion events that occurred in Leishmania
chromosomes, we observed an interesting pattern of
organization of protease genes where the same arrange-
ment of alleles is maintained across different species but
is located on different chromosomes. Graphical repre-
sentations of such fusion events were developed using
the Artemis and ACT software [10] (Additional file 1:
Figure 51 to S8).

Nevertheless, there is a trend of conservation of some
alleles in the same chromosomes across the studied
Leishmania species. We observed 42 conserved alleles of
cysteine proteases, 35 of metalloproteases and 15 of
serine proteases (Figure 2). The conserved alleles are
predominantly grouped on chromosome 10 for cysteine
proteases, chromosome 30 for metalloproteases and
chromosome 28 for serine proteases.

155

Among all the analysed protease genes, only two al-
leles were found to be conserved on the same chromo-
some for all four species: alleles of cysteine protease
genes coding for ubiquitin carboxyl-terminal hydrolases
(Clan CA, family C12) located on chromosomes 24 and
25 (alleles 0420 and 0190, respectively) of all species.

Notably, L. (L.) major and L. (L.) mexicana were found
to show more synteny than the other species, containing
23, 15 and 13 conserved alleles for cysteine, metallo-
and serine proteases, respectively. Conversely, L. (1.}
braziliensis was not found to show synteny for serine
protease genes of any other species. Although this ab-
sence of synteny was observed in the only species in our
analysis classified into a different subgenus, it has been
proposed by Peacock et al. [11] that such absence would
not necessarily indicate a lineage-specific diversity in
Leishmania spp.

One of the first comparative genomic studies of Leish-
mania showed that despite phenotypic variations among
species, only a few genes are truly species-specific [11].
In agreement with such reports, we also observed few
genes that do not show similarity to any others. They
show sequence identities lower than 80% to other genes
(Additional file 2: Table S1). This is an important fin-
ding, as these exclusive genes can help explain why these
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species cause different forms of diseases and are present
in specific vectors and hosts. Previously, it was reported
that more than 99% of genes are conserved between
L. (V.) braziliensis, L. (L.) infantum and L. (L.) major, re-
vealing a high degree of synteny for genomes of different
Leishmania species [11]. Our data indicates that, when
analysing strictly protease genes, this same scenario
holds up, as we also observed high synteny between the
studied species.
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When contemplating the usefulness of parasite pro-
teases as new targets for chemotherapies, it is very
important to consider the hypothesis that these
enzymes are unique to the Leishmania species and
quite different from corresponding enzymes in their
mammalian hosts, such as humans and dogs. Thus,
to verify this hypothesis, we conducted a BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) analysis to com-
pare the genes that show synteny among the greater
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number of the four species (represented in the inter-
section of the Venn diagram — Figure 2) with mam-
malian protease genes (taxid:40674). The genes
05.0960 and 11.0630 of L. (L.) major, L. (L.) mexicana, L.
(L.) major show the highest degree of relational similar-
ity with mammalian genes, with approximately 69%
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sequence identity and a query coverage of up to 39%.
However, in general, the query coverage was very low,
with a mean value of 2%. In addition, to perform a simi-
lar study with other proteases that did not show synteny
among all the studied species, we used a different
approach.
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Initially, a multiple alignment analysis was carried out
on the sequences of protease genes of the four species
(software CD-HIT [12]), using a cutoff of 80% sequence
identity to cluster them. As result, we were able to es-
tablish 28 clusters of metalloprotease genes, 27 of cys-
teine protease genes, 11 of serine protease genes and 1
of aspartic protease genes.

The consensus sequences (Additional file 2: Table S2)
of each cluster were then used in the BLAST analysis to
find similarity with mammalian genes. We identified
sequences of O-sialoglycoprotein endopeptidase genes of
hamster, dog, wolf and mice with 69% sequence identity
to a consensus sequence of Leishmania metalloprotease
genes LbrM.31.0100, Lin].31.0110, LmjF.3L0100 and
LmxM.31.0100. Sequences of 265 subunit ATPase genes
of a lagomorph Ochotona princeps and of mice showed
65% sequence identity to a consensus sequence of serine
protease genes LbrM.03.0450, Lin].03.0520, LmjF.03.0540
and LomxM.03.0540. Additionally, we could not find any
similarity among sequences of cysteine and aspartic pro-
tease genes of mammals and Leishmania spp.

As proteases can be grouped into different families
and clans depending on intrinsic evolutionary relation-
ships, we classified and organized the protease genes
surveyed in this study applying criteria from MEROPS
[13] (up to December 2013) (Figure 3). This classifica-
tion is based on structural and functional similarities be-
tween these proteolytic enzymes. Clans contain enzymes
with related structures and families contain enzymes
with related sequences [4]. This classification is highly
relevant to understanding the organization of these para-
sites” degradomes.

Cysteine proteases and metalloproteases are the major
representative classes of proteases in this study, corre-
sponding to 43% and 42%, respectively of the protease
genes in the studied Leishmania spp. In this survey,
three clans of cysteine proteases were observed in the
studied species: clan CA, CD and CF. These cysteine
proteases are distributed among 11 families from which
C1, C2 and C19 have more members. The MPs observed
in the study belong to the clans MA, MC, ME, ME, MG,
MH and MP and are further distributed among 14 fam-
ilies (Figure 3). The diversity of protease genes observed
in the analysis reinforces the idea that this class of en-
zyme is crucial to the parasite lifecycle, although until
now the role of most of these proteases can only be
predicted based on current knowledge of homologous
enzymes, therefore pointing to the necessity of more
studies characterising proteases [14].

The high number of metalloprotease genes in L (V.)
braziliensis relates to the 36 distinct genes of the zinc
metalloprotease gp63. This metalloprotease is a very well-
characterised virulence factor for L. (L.) braziliensis and

has several reported functions in the interactions of this
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parasite with its hosts [15]. In L. (L.} major, L. (L) mexi-
cana and L. (L) infantum, the diversity of gp63 genes is
much lower: only 6, 7 and 8 genes, respectively, of this
protease could be found (Figure 3). The organization of
metalloprotease genes in species of the subgenus Viannia
is rather different than that of species of the subgenus
Leishmania [16]. The predominance of metalloprotease
genes in L (V.) braziliensis, a peculiarity also observed in
L. (V) guyanensis [17], has a biological significance not
completely understood [8,18]. Amplification of genes is a
common phenomenon in Leishmania [19-21] and is a
likely source of the differences between the two subgenera.
Such interesting variation might have fundamental impli-
cations for the way each species interacts with its hosts.

Our study highlights the informative potential of ana-
lysing genome databases for understanding the gene
organization of parasites. However, one should be aware
that not all annotated proteases have described roles in
the Leishmania life cycle. Thus, the picture observed
here is not yet complete.

It is still unclear how the current organization of
Leishmania spp genomes evolved, but the set of results
gathered here emphasises the capacity of Leishmania
species to use the plasticity of their genomes to modu-
late their phenotypes and increase their odds of survival
within hosts, among other biological processes. The di-
versity of protease genes described by our present study
points to their potential importance as survival and
adaptation tools and, consequently, as important targets
in vaccination and therapy strategies.
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Abstract

manifestations of leishmaniasis.

Leishmania parasites cause human tegumentary and visceral infections that are commonly referred to as
leishmaniasis. Despite the high incidence and prevalence of cases, leishmaniasis has been a neglected disease
because it mainly affects developing countries. The data obtained from the analysis of patients' biological samples
and from assays with animal models confirm the involvement of an array of the parasite's components in its
survival inside the mammalian host. These components are dassified as virulence factors. In this review, we focus
on studies that have explored the role of proteinases as virulence factors that promaote parasite survival and
immune modulation in the mammalian host. Additicnally, the direct involvernent of proteinases from the host in
lesion evolution is analyzed. The gathered data shows that both parasite and host proteinases are involved in the
clinical manifestation of leishmaniasis. It is interesting to note that although the majority of the dasses of
proteinases are present in Leishmania spp., only cysteine-proteinases, metalloproteinases and, to a lesser scale,
serine-proteinases have been adequately studied. Members from these classes have been implicated in tissue
invasion, survival in macrophages and immune modulation by parasites. This review reinforces the importance of
the parasite proteinases, which are interesting candidates for new chemo or immunotherapies, in the clinical

Keywords: Leishmania spp. Leishmaniasis, Protease, Proteinase, Lesion

Review

Introduction

Leishmaniasis is a vector-borne infection that is present
in the Americas, Africa, eastern Europe, western and
central Asia, India and Australia [1,2]. The genus Leish-
mania includes protozoan parasites that cause several
types of human infections ranging from the visceral
form to the tegumentary forms (cutaneous, diffuse cuta-
neous, mucocutaneous and post-kalazar dermal). In
addition to humans, animals such as dogs, rodents and
marsupials are also susceptible to Leishmania infections
[3].

Currently, it is estimated that 1-1.5 million new cases
of tegumentary leishmaniasis and 0.5 million new cases
of the visceral form occur each year [4], and the number
of leishmaniasis cases occurring outside of the endemic
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countries has been increasing due to tourism, military
operations and the movement of immigrants from en-
demic countries [5]. There are two evident morpho-
logical phases in the life cycle of these protozoa: (1)
elongated promastigotes with visible flagella that inhabit
sandfly guts and (2) round-shaped amastigotes without
visible flagella that inhabit mammalian cells [6]. During
the natural infection, the metacyclic promastigotes are
carried by the blood-sucking sandflies that mediate the
transmission between mammalian hosts. It has been
reported that, in some human cases, the hosts may re-
main asymptomatic for a long time and thus play an im-
portant role in the vector-borme transmission of
leishmaniasis in their regions [7].

During the blood meal, the insect vector deposits
metacyclic promastigotes in the skin of its host These
promastigotes are the virulent form of Leishmania and
initiate the infection. The first sign of infection is a small
erythema at the site of the sandfly bite that develops
after a wvariable incubation period. The erythema

D 2012 Sha-Almeida et al; licersee BioMed Certral Ltd This i an Open Access article distributed under the terms of the
Creative Commians Attribution License (httpziforeativecommia s arg Aicenses'by2.0), which permits unrestricted use,
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progresses into a papule and then into a nodule that
gradually ulcerates over a period ranging from two
weeks to six months, eventually becoming the character-
istic lesion of localized cutaneous leishmaniasis, as
reviewed by [8]. Once in the skin, the parasites are
exposed to new microenvironments, such as the extra-
cellular matrix (ECM) of connective tissue, and must
interact with a variety of obstacles, including basement
membrane proteins, until establishing infection within
macrophage phagolysosomes [9,10].

Currently, it is known that the distinet clinical mani-
festations of leishmaniasis are dependent upon the para-
site species and the status of the host’s immune system
[10] and result from interactions between host immune
factors and parasite components. These manifestations
can be divided into three main profiles: (1) an anergic
pole, where ulceration is not observed even with a high
parasite number in the lesion, characterizes the diffuse
cutaneous form; (2) an equilibrated profile characterizes
the localized cutaneous form or benign disease, and (3) a
hypergenic pole that is observed in mucosal leishmania-
sis, in which few parasites are found in the lesions des-
pite the elevated cellular response of the host [11-14].

Some parasite components are characterized as viru-
lence factors that contribute to Leishmania pathogenesis
and enable the parasite to invade and establish infection
in the mammalian host [15]; these virulence factors in-
clude glicoinositolphospholipids (GIPLs), lipophespho-
glycan (LPG), proteophosphoglycan (PPG) and the
11 kDa kinetoplastid membrane protein (KMP-11). Al-
though the exact impact of these Leishmania compo-
nents on the clinical manifestations observed in
mammalian hosts is not yet defined, there is evidence
that these components modulate the interactions be-
tween Leishmania and host immune cells.

For example, GIPLs were reported to help Leishmania
(Leishmania) major survive inside macrophages by inhi-
biting nitric oxide synthase [16] and protein kinase C
[17]. Recently, a correlation was shown between the rate
of macrophage infection by Leishmania (Viannia) brazi-
liensis and the GILP-containing detergent-resistant
membrane domains of this parasite [18].

Lipophaosphoglycan is a macrophage ligand that is
directly involved in the initial stages of the infection.
Assays carried out with a mutant strain of L. (L.) major
deficient in the gene Ipgl (lpgl’) showed that the mutant
parasites are attenuated for vinulence during infections
of murine macrophages, despite presenting no major
phenotypical changes. These parasites lacked LPG but
contained normal levels of related glycoconjugates and
GPl-anchored proteins. The Ipgl™ promastigotes are
highly susceptible to the complement system and to the
oxidants produced by host cells. In addition, they lose
their ability to inhibit phagolysosome fusion. It has also
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been reported that L. (L) major LPG2 null mutants
(ipg2’) were unable to survive in sandflies or in mamma-
lian host cells. These parasites were more altered than
the Ipgl™ mutants and lacked all phosphoglycans, includ-
ing LPG and proteophosphoglycans [19-23]. Leishmania
LPG has been shown to impair the nuclear translocation
of NF-kB in monocytes, leading to a subsequent de-
crease in IL-12 production [24], and can also influence
the host’s early immune responses by modulating den-
dritic cells by inhibiting antigen presentation and pro-
moting an early IL-4 response [25].

Proteophosphoglycans are highly glycosylated polypep-
tides with O-glycosylations similar to those found in the
LPG and acid phosphatase [26,27]. The function of
membrane PPGs is not entirely clear, but it is speculated
that its long chain that covers the plasma membrane of
the parasite could play some role in binding to macro-
phage receptors. The secretion of modified PPG by para-
sites within macrophages appears to contribute to
maintenance of the parasitophorous vacuole [28]. Add-
itionally, the PPG is also able to activate complement via
mannose-binding protein [29].

KMP-11 is a hydrophobic protein that has been
described to be associated to LPG [30]. This protein has
presented immunoregulatory properties and is able to
induce the expression of IL-10 in cells from patients
with cutaneous and mucocutaneous leishmaniasis [31];
however, the mechanism through which this effect
occurs remains unclear.

Proteinases of Leishmania as virulence factors

Proteinases are also important virulence factor candi-
dates, as they are enzymes that hydrolyze peptide bonds
and thus have the potential to degrade proteins and
peptides that participate in a broad range of biological
functions, including the infection process (Table 1).
Proteinases occur ubiquitously in biological systems
and have functions that range from the digestion of
proteins for nutritive purposes to the exquisite control
of protein function by hydrolyzing a highly specific
peptide bond in a protein substrate [32].

They can be classified, based on their catalytic
domains, as serine-, threonine-, aspartyl-, metallo- and
cysteine-proteinases [63]. Among these, only the aspar-
tyl-, metallo- and cysteine-proteinase classes have been
extensively studied in Leishmania species [64-67].

There are several examples of parasite proteinases
being involved in pathogenesis and playing roles in para-
site invasion and migration through host tissues, degrad-
ation of immune related proteins, immune evasion and
activation of inflammation [68]. In protozoan parasites,
proteinases play key roles in the life cycle transitions,
invasion of hosts, migration through tissue barriers,
degradation of hemoglobin and other blood proteins,
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Table 1 Immuneleogical actions of proteinases on the mammalian immune system that drive clinical manifestations of

Leishmaniases

Proteinase classes Leishmania species Activities on mammalian host References
Cysteine proteinase CPA L (L) infantum Related to the ability to infect mammalian hosts cells in vitro; [33)
CPB L (L) mexicana Associated with a Th2 profile in BALB/c mice: inducing lesions; IL-4 and IL-5 [34-42)
production; inhibition of IL-12 production by deaving NFkB; inhibition of NO
production by ceaving the STAT-1 and AP-1 tmnscription factors.
Associated with a Th profile in C3HeB/Fe) and C57BL/6 mice: expression of
Thl-assocated oytokines;
L (L) amazonensis  Associated with the cleavage of MHC class || gene products in mice; [43-48
Epitopes from CPBE COOHterminal extension modulate infection in BALB/c and
CBA mice: induce Th1 or Th2-elated cytokines; simulate CDB+ T lymphogytes;
Endogenous CP inhibitors are related with immune modulation
L (L) major Associated with a Th1 profile and reduction of IFN-y expression in (3HeB/Fal mice; [37)
L (L) pifanai Reduces the percentage of infected murine macrophages when parasites are [47]
treated with an ant-Cterminal extension antibody
L (L) chogasi Associated with Th1 profile in asymptomatic patients and IFN-y production in cell (48]
cultures;
Related to Thl and Th2 profiles in cells from symptomatic human patients and
dogs: IFN-y, IL4 and IL-10 production in cell cultures;
CPC L (L) mexicana Contributes to resisting killing by macrophages [49-51
L (L) chagasi Induces TGF8 expression in human cell culture [52)
Metallo-proteinases MB  Leishmania spp. Related to the hydrolysis and inactivation of immunoglobulin G; Inactivation of C3b [53-56]
factor to complement C3bi; Adhesion and internalization in macrophages;
downregulation of gp63 expression induces Th1 profile in mice; cleave NF«B
and prevent exprassion of [1-12 and iINOS in mice
L (L) major Associated with human NK cells proliferation and cleavage CD4 glycoprotein on (57,58

human T cells in culture.

L L) mexicana

In murine bone marrow macrophages, interferes with signaling cascades and affects  [59)

transcription factors by cleaving c-Jun, the central component of AP-1, alters signaling
through cleavage-activated protein tyrosine phosphatases in murine macrophages

Sefine proteinases  OPB L (L) donovani

Allows parasites to infect the murine macrophage

L (L) major

Related to maintenance of murine macrophage infection 62)

immune evasion, and activation of inflammation in the
mammalian host [67,68].

A comparative genomic analysis carried out with the
different species of the genus Leishmania that have been
sequenced revealed that the number of proteinase genes
is kept constant among the various species. However,
there is a high diversity of proteinases in Leishmania, as
a survey of multiple databanks reveals that L. (V7) brazi-
liensis alone has at least forty-four cysteine proteinases,
twenty-three serine proteinases and ninety-seven metal-
loproteinase (http://tritrypdb.org, http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/). Therefore, due to the broad spectrum of ac-
tion of Leishmania proteinases while the parasite is in-
side the mammalian host, it is reasonable to propose a
correlation between proteinase activity and the clinical
manifestation of leishmaniasis.

Cysteine-proteinases from Leishmania as virulence factors
Many studies have identified cysteine proteinases (CPs)
as prevalent virulence factors in species that are classi-
fied under the Leishmania (Leishmania) mexicana
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complex, especially in the murine infection model used
for most of the CP studies. The efficacy of the use of CP
inhibitors for infection control can be interpreted as evi-
dence of the importance of these enzymes during the es-
tablishment of the infection in the host [69].

Cysteine proteases are enzymes that are known to play
critical roles in the pathogenesis of other parasitic proto-
zoa infections, as reviewed by [70], thus their import-
ance as virulence factors and their potential as drug
targets and vaccine candidates has been investigated ex-
tensively. The most studied CPs in Leishmania are
designated CPA, CPB and CPC, all of which are papain-
like and belong to the same group of CPs, clan CA, that
is divided into families, as follows: family C, including
cathepsin B-like (e.g, CPC) and cathepsin L-like (e.g.,
CPA and CPB) enzymes; family C2, including calpain-
like enzymes; and others [34,67,69-72].

Several CP genes have been characterized in Leish-
mania, mainly in species of the L. (L.) mexicana complex,
suchas L. (L.) mexicana [73-75], Leishmania (Leishmania)
pifanoi [47,76] and Leishmania (Leishmania) amazonensis
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[77]. The genomic organization and characterization of
the cathepsin L-like cysteine proteinases gene cluster from
the Leishmania (Leishmania) donovani complex has been
previously described [79]. It has also been observed that
single nucleotide polymorphisms (SNPs) occurring in CPs,
which can vary according to the parasite’s life stage, could
be related to clinical characteristics such as a dermotropic
rather than a viscerotropic status [79].

Additionally, a high CP activity was observed in
extracts of L. (L.) amazonensis amastigotes, but promas-
tigotes from the exponential or stationary phases exhib-
ited very low proteolytic activity [77]. In this species of
Leishmania, a correlation between the levels of CP ex-
pression and virulence has been described [80]. In this
context, suppression of the CP genes diminished the
virulence of Leishmania (Leishmania) infantwm in ham-
sters [81] and of Leishmania (Leishmania) chagasi in
human cell cultures [82].

CPs were also shown to play a key role in basic func-
tions and the interactions of Leishmania (Leishmania)
tropica with the host, as parasites treated with CP inhi-
bitors showed reduced viability, growth and pathogen-
icity [83]. In contrast, CPA was shown to be important
in the host-parasite interaction of L. (L.} infantum but
not to be essential for parasite replication [33].

CPB as a major virulence factor in species of the L (L)
mexicana complex

Proof of the importance of CPBs as a major virulence
factor for species of the L. (L.) mexicana complex was
obtained in assays of experimental infections in BALB/c
mice using genetically modified parasites in which the
genes for CPA, CPB and CPC were deleted (Acpa, Acpb
and Acpe strains). These assays showed that the absence
of CPA or CPC affected the parasites in a more discrete
fashion than the absence of CPB; parasites lacking CPB
had a greatly reduced ability to infect and induced fewer
lesions than the wild-type strain [34,35].

Other studies analyzed the effects of the reinsertion of
cpb genes in the Acpb parasite strain; the reinsertion of a
single cpb gene did not fully restore parasite virulence,
but the reinsertion of multiple cpb genes (using a cos-
mid) was able to do so. These data suggest that the mul-
tiple copies of cpb genes present in the parasites genome
produce enzymes with complementary functions [36].
The role of CPB in the progression of infection in
distinct murine strains was variable. L (L) mexicana
remained able to continuously induce lesions in BALB/
¢ mice even after the depletion of the cpb genes, al-
though it did so at a much lower rate than wild strain
parasites, indicating that other virulence factors were
still effective. However, in the murine strains C3HeB/
Fe] and C57BL/6, the infection with mutant parasites
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was eventually controlled and the lesions were able to
heal [35-37].

Regarding the direct effect of CPB on the parasite’s
ability to contral host responses, it was observed that
Aepb L. (L.) mexicana parasites are unable to promote
IL-4 expression during an experimental infection of
BALB/c mice. The infected mice were thus able to
mount a Thl response and limit lesion growth. After
multiple cpb genes were reinserted into the mutant para-
sites, the capacity to induce IL-4 production was
restored along with virulence [36].

It interesting to note that the subversion of immune
responses by a specific parasite species may present in
different manners depending on the mouse strain used.
For example, it has been reported that the virulence of
L. (L.) mexicana in the mouse strains C3HeB/Fe] and
C57BL/6 is not associated with the capacity to induce
IL-4 expression, as in BALB/c mice but is instead due to
the inhibition of the expression of Thl-associated cyto-
kines. Studies have shown that animals from these more
resistant strains were able to control lesion growth after
experimental infection with Acph parasites but were sus-
ceptible to wild strain parasites. In contrast, animals be-
came susceptible to infection by Acpb parasites if the
IL12p40 or STAT4 genes were suppressed, suggesting
that wild-type parasites inhibit the expression of Thl-
related genes [37].

Additionally, experiments using cosmids to insert mul-
tiple L. (L.) mexicana cpb genes into L. (L.) major para-
sites have yielded similar results. After transfection with
the cpb-containing cosmids, L. (L) major parasites
caused infections with higher parasitic loads and
reduced IFN-y expression in C3HeB/Fe] mice than was
observed for infections with the wild-type L. (L.) major,
providing more evidence of the influence of CPB on the
expression of Thl-related genes [37].

The role of CPB from L. (L.) mexicana in the inhib-
ition of host IL-12 production was also analyzed in
macrophages and dendritic cells [38,39]. The role of
CPB in IL-12 inhibition was shown using assays with
Acpb amastigotes that were less efficient at inhibiting
the lipopolysaccharide-related expression of IL-12 than
wild-type amastigotes. Supplementary evidence was
obtained from the observation that the use of CPB inhi-
bitors in wild-type parasites was similarly able to hinder
the ability of amastigotes to inhibit host IL-12 expression
[40]. The same study proposed a mechanism through
which CPB could inhibit IL-12 expression: the enzyme
could be involved in the cleavage of nudlear factor kappa
B (NF-kB) and its inhibitors (IkB a and f), thus prevent-
ing the expression of interleukins by the host This IL-12
inhibition could not be observed in assays using Acpb
amastigotes or promastigotes, because unlike amasti-
gotes, promastigotes only express low levels of CPB [40].
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The influence of CPB from L. (L.) mexicana on the ac-
tivity of other transcriptional factors was further ana-
lyzed in another study that showed that this proteinase
affects other transcription factors, such as STAT-1 and
AP-1, as well as NF-kB, by impeding their translocation
to the nucleus and thus impairing the production of NO
that is induced by IFN-y [41]. Differences in the way
that promastigotes and amastigotes modulate NF-kB ac-
tivity were also observed: while the former cleaves the
p65 subunit to a smaller p35 subunit, the latter com-
pletely degrades the p65 subunit.

Another effect of CPB on the balance of Th responses
occurs through the cleavage of MHC proteins. There is
evidence that L. (L.) amazonensis CPB is able to cleave
MHC class II proteins inside the parasitophorous vacu-
ole of colonized host cells. Consequently, the host im-
mune response could be partially inhibited or
alternatively, be mediated by other immune components
such as the MHC class I gene products [43].

The effects of CPB on the murine host immune sys-
tem has also been tested by subcutanecusly injecting an
enzymatically active recombinant CPB protein into the
hind paw of BALB/c mice. Even without any actual para-
sites infecting the mice, there was an increase in IL-4
and IL-5 expression (Th2-related cytokines) and in the
levels of circulating IgE. These effects may be partially
explained by the ability of CPB to cleave CD23 (low
affinity IgE receptor) and CD25 (IL-2 receptor), as a
similar assay using an inactive recombinant CPB had
no such effects on the murine hosts [42].

Importance of CPB as a virulence factor in species from
other complexes

In spite of the substantial advances in knowledge about
CPs from the L. (L.) mexicana complex and, to a lesser
degree, of the L. (L.) donovani complex, less is known
about CPs from L (V) braziliensis, the most important
etiological agent of the mucocutaneous form of the dis-
ease in the New World. Within this context, our group
has been working in an attempt to clarify the biological
role of these enzymes. In a recent study, we were able to
identify the cellular localization of CPs and their mech-
anism of anchoring to the parasite plasma membrane
[84]. The organization of the ¢pb genes was also deter-
mined for this parasite species, along with the subsites
of specificity for the recombinant CPB [85].

Most studies about CPB's activity as an immunomodu-
lator were based on the murine model using species
from the L. (L.) mexicana complex; however, an in vitro
study using cells cultured from dogs and human patients
proved that a recombinant CPB from L (L) chagasi
(rLdceysl) is able to induce cytokine production even
in these distinct models. It was shown that rLdecysl
can induce IFN-y production in cell cultures from
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asymptomatic patients, IFN-y, IL-4 and IL-10 in oligo-
symptomatic patients and IL-4 and IL-10 (at lower
levels) in symptomatic patients and dogs [48].

Immunelegical effects of the COOH-terminal extension of
CPB

In addition to the aforementioned influence of the pro-
teolytic activity of CPB on the host immune system, the
COQOH-terminal extension (CTE) of CPB has also been
reported to influence the interaction of parasites with
the host immune system. The CTE is hydrolyzed when
CPB is processed to its mature form [86] and is secreted
into the extracellular environment [78]. Because the
CTE has also been observed inside host cells [65], this
polypeptide may interact with and alter the host immune
system.

A synthetic peptide based on the CTE of L (L) ama-
zonensis (PI) was shown to induce the expression of
Th2-related cytokines in cells cultured from BALB/c
mice, whereas cells from CBA mice exposed to the same
peptide expressed cytokines related to both Thl and
Th2 responses. T cell proliferation was also stimulated
by the synthetic peptide, especially that of CD8+ T cells.
Additionally, when used for in vivo assays with infected
mice, PI caused increased growth of lesions for BALB/c
mice but not for CBA mice [44]. Our group recently
conducted a study using in silico simulations of the
interactions between MHC and CTE-derived epitopes,
and the results suggested that these interactions could
be related to the production of specific cytokines [45].

The CTE may also play a role in macrophage infec-
tions with L (L.} pifanoi or L. (L.) amazonensis, as incu-
bation of parasites with anti-CTE antibodies prior to
their interaction with macrophages led to a reduction in
the number of infected cells. This effect was more dra-
matic with amastigotes than with promastigotes, and
pre-incubation of the parasites with an antibody specific
to the L. (L.) pifanoi CPB catalytic domain had no effect
in macrophage infection [47].

MNon-CPB cysteine proteinases
Regarding the importance of other non-CPB CPs, stud-
ies indicate that CPC also plays a relevant role as a
Leishmania virulence factor; although amastigotes from
a Acpe L. (L) mexicana strain were still able to infect
macrophages in vitro at rates comparable to the wild-
type strain [49], these mutant parasites were more sus-
ceptible to killing by host cells [50,51]. Additionally,
there is evidence that CPC may contribute to some of
the immunoregulatory activities of L. (L.) chagasi, such
as the parasite’s capacity to induce TGF-p expression in
human cell cultures [52].

Regarding CPA, assays based on gene suppression
showed that a CPA (cysi) from L. (L.) infantum acts as a
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virulence factor, as a ALicpa strain of this parasite was
less infective for mammalian hosts and for cells in vitro
[33].

The synergy between the activities of the CPs that con-
tribute to L. (L.} mexicana virulence was verified in assays
using parasites that had a combination of CP genes sup-
pressed (Acpa/ Acpb). These mutants were even less in-
fective in BALB/c mice than other strains with just one
type of CP gene suppressed, indicating the complemen-
tary activity of these enzymes [34]. A reduction in the
virulence of L. (L.) mexicana after CP gene suppression
was also observed in infection assays in hamsters and in a
human mononuclear phagocytic system [87].

An interesting biological function related to the CPA
gene has been described. Double = Acpa/cpb mutants of
L. (L.) mexicana have a disrupted autophagy pathway
and are also unable to undergo metacyclogenesis and
transformation to amastigotes [77]. CPA and CPB are
two major lysosomal cysteine peptidases that may func-
tion similarly to the aspartic peptidase PEP4 and the
serine peptidase PRB1 in Saccharomyces cerevisiae.
Autophagy is believed to be necessary to the process of
cell differentiation [88].

Endogenous Inhibitors of CPs

The role of the endogenous CP inhibitors expressed by
Leishmania (ICPs) in immune modulation has also been
studied. The L. (L.) mexicana mutants that overex-
pressed the ICPs led to decreased antibody and IL-4
production but induced the production of increased
levels of IFN-y in murine hosts when compared to a
wild-type strain [46]. These observations reinforce the
important role of CPs as immune modulation tools, es-
pecially in species of the L. (L.) mexicana complex.

Metalloproteinases of Leishmania as virulence factors

The major surface protein (MSP or gp63) is a metallo-
proteinase (MP) that belongs to the meizincin class
(peptidase family M8) and is abundantly expressed on
the surface of Leishmania spp. and other related trypa-
nosomatid protozoans [89-92]. Its biological activity is
associated with protecting the parasites against the ac-
tion of host enzymes in the midgut of insect vectors and
the phagolysosomes of macrophages. Additionally, gp63
is required for the resistance of promastigotes to
complement-mediated lysis in the mammalian host, as
the presence of an enzymatically active form of this pro-
teinase greatly reduced the fixation of the terminal com-
plement components on parasites and increased the
conversion of C3b to the inactive form C3bi [53,54]. The
cellular localization of metalloproteinases with domains
homologous to gp63 was investigated in L (V0) brazi-
liensis and showed that these enzymes are mainly
located in the flagellar pocket of the parasite [93].
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Studies of the direct effects of metalloproteinases on the
immune system of mammalian hosts show that gp63 is
important during macrophage infection and modulates
the cytokine immune response, as downregulation of
gp63 expression in parasites rendered them more sus-
ceptible to complement-mediated lysis and led to the de-
velopment of a Thl-type response at the site of
inoculation and its draining lymph node [55].

Natural killer (NK) cells are another type of immune
cell that have been shown to be affected by Leishmania
gp63. The ability of promastigotes to suppress this cell
type is dependent on gp63 expression, as a L. (L.) major
gp63 mutant strain loses its ability to hinder the prolif-
eration of NK cells and to inhibit the expression of sur-
face receptors on these cells [57].

Gp63 has also been shown to interfere with signaling
cascades and to affect transcription factors, thus pre-
venting host cells from adequately responding to the
parasites during infection. One example of such activity
is the gp63-dependent cleavage of c-Jun, the central
component of the transcriptional complex AP-1, by L.
(L.) mexicana parasites. Interestingly, gp63 retrieved
from culture supernatants maintains the capacity to
cleave c-Jun, suggesting that when secreted by the para-
sites, this enzyme may use a phagocytosis-independent
mechanism to enter host cells [59].

An alternative immune modulation effect of gp63
occurs by the activation of protein tyrosine phosphatases
(PTPs) in macrophages, leading to decreased NO pro-
duction and attenuated innate inflammatory responses,
therefore increasing the parasite’s odds of survival. It
was reported that gp63 activates at least three macro-
phage PTPs through its proteolytic activity and that this
process is partially dependent on a lipid raft-based
mechanism [94].

Similar to CPB, g63 has also been implicated in the
cleavage of NF-kB, but this activity has a more subtle
and specific purpose than simply preventing the tran-
scriptional factor from reaching the nucleus. Instead,
gp63 cleaves the NF-kB subunit p65 into a smaller sub-
unit (p35) that enters the nucleus of the host cell and
triggers the expression of chemokines. By subverting the
proper function of the transcriptional machinery, the
parasites are able to recruit phagocytic cells to serve as
hosts while preventing the expression of host factors as
IL-12 and iNOS that threaten their survival, [56]. The
gp63 from L. (L) major and L (L.) donovani can also
cleave CD4 glycoprotein on human T cells in culture, re-
vealing yet another example of the influence that Leish-
mania parasites have on the host immune system. The
cleavage was measured by assessing the binding of spe-
cific antibodies binding CD4 glycoprotein on the surface
of cells, and this effect was detected using both promas-
tigotes and purified gp63 on the cell cultures [58].
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Serine-proteinases of Leishmania as virulence factors
Serine proteinases (SPs) have also been shown to act as
virulence factors and influence host immune responses
during Leishmania infection, but, unlike CPB for
cysteine-proteinases and gp63 for metalloproteinases,
there is not yet a specific SP that has been shown to be
responsible for these effects. Reports indicate that the
levels of surface SPs diminishes in attenuated strains of
L (L) donovani and that a 115 kDa 5P seems to be
related to the parasite’s ability to infect the host [95].

A SP of Leishmania, oligopeptidase B (OPB; Clan 5C,
family S9A oligopeptidase B), was identified and charac-
terized by mass spectrometry and gene deletion [60]. It
was suggested that during differentiation to the amasti-
gote form, OPB is upregulated and participates in the
covering of parasite surface with enolase and plasmino-
gen. The amastigotes are then able to replicate un-
detected within the macrophage.

The direct effects of OPB on the host immune system
was demonstrated by examining the effect of infection
with an OPB mutant strain on the expression of host
genes. Infection of macrophages in culture with a wild-
type L. (L.) donovani strain results in changes in the ex-
pression of 23 genes, but infection of these same cells
with a mutant strain in which the oligopeptidase B gene
was deleted leads to changes in 495 genes, an increase of
approximately 21x in the number of genes affected by
the infection. This suggests a relationship between oligo-
peptidase B expression and the ability of Leishmania to
remain undetected in macrophage infections [60]. OPB-
deficient L. (L.) major mutants were recently shown to
be able to grow normally as promastigotes even though
they are slightly deficient in their ability to undergo dif-
ferentiation to metacyclic promastigotes, but they were
significantly less able to infect and survive within macro-
phages in vitro despite maintaining their virulence in
mice. These data suggest that L. (L) major OPB itself is
not a prevalent virulence factor but rather acts in con-
junction with other factors, indicating functional differ-
ences between trypanosomes and Leishmania in their
interaction with the mammalian host [96].

Another class of SP, the subtilisin protease (SUB; Clan
SB, family S8) of L. (L.) donovani, was cloned and shown
to possess a unique catalytic triad. When this SP gene
was deleted, the ability of the parasite to undergo pro-
mastigote to amastigote differentiation in vitro was
reduced. Furthermore, the activity of this Leishmania SP
is increased by several fold in amastigotes when com-
pared to promastigotes, suggesting an important role for
this enzyme in the vertebrate-inhabiting stages of the
parasite [61].

Additional evidence of immune modulation by 5Ps
was obtained by the observation that immunization with
a soluble proteases fraction isolated from a mixture of L.
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(L.) amazonensis antigens increased the susceptibility of
mice to a subsequent experimental infection. This effect
was eliminated by treating the protease fraction with 5P
inhibitors but not with CP inhibitors [62].

Importance of proteinases from mammalian host in the
progression of the infection

Although the proteinases from parasites play important
roles in immunomodulating the hest response and, con-
sequently, the outcome of the infection, proteinases
from the host also affect the dynamics of the infection
and the development of the lesion. For example, matrix
metalloprotease-9 (MMP-9) interferes with the re-
epithelization of chronic wounds in humans. In situa-
tions where the inflammation continues for a long
period, TNF-a and, subsequently, MMP-9 persist,
thereby preventing the migrating keratinocytes from
forming new attachments to a newly synthesized base-
ment membrane. This suggests a mechanism whereby
the presence of high levels of MMP-9 delays the process
of normal wound healing [97].

These data are correlated with findings that associate a
high number of cells producing IFN-y, IL-10 and TNF-
a, in addition to elevated levels of MMP-9 activity in
lesions, with a poor response to therapeutics for cutane-
ous leishmaniasis (CL) [98]. Indeed, infection with L. (L.)
chagasi stimulates murine macrophages to produce
MMP-9 [99]. Conversely, elevated levels of MMP-2
mRNA were detected in lesions from patients with good
responses to treatment [98], an observation consistent
with other reports that showed that increased MMP-2
levels were required for cutaneous wound re-
epithelization [100]. Interleukin-10 is observed at higher
levels in patients with good immune responses [98] and
seems to be unique among the cytokines in its ability to
suppress the production and activation of MMPs, thus
having an important matrix-protective role during in-
flammation [101].

Remarks

The network of interactions that take place during the
evolution of the Leishmania infection in the mammal
host is highly complex and involves a series of responses
and counter-responses from both organisms. In this con-
text, proteinases appear as factors of pivotal importance,
playing central roles in many of the interactions between
parasite and host (Table 1).

Although most of the literature currently available on
this subject is focused on cysteine-, metallo- and serine-
proteinases from Leishmania species, the importance of
host proteinases, such as matrix metalloproteinases, and
their role in the subversion of host’s immune responses
by the parasites must not be overlooked, as some reports
already point to their direct contribution to determining
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the outcome of infections. Furthermore, it is necessary
to analyze the participation of aspartyl-proteinases from
Leishmania species, as their expression changes between
morphological forms and may therefore be related to the
responses necessary to survive in distinct micro-
environments [65]. Therefore, to fully understand how
the Leishmania infection progresses and to be able to
find suitable targets for drug development and options
for patient treatment, it is important to consider the in-
fluence of proteinases from host and parasite alike, as
disregarding one in favor of the other may lead to incor-
rect conclusions and inadequate, if not harmful, treat-
ment of the disease.
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Proteinase Inhibitors: A Promising Drug Class for Treating Leishmaniasis

Bernardo Acécio Santini Pereira”, Franklin Souza-Silva®. Mariana Silva-Almeida.
Raquel Santos-de-Souza, Luiz Filipe Gongalves de Oliveira, Michelle Lopes Ribeiro-Guimaries,

and Carlos Roberto Alves

Abstract: This review presents and discusses the current status and perspectives of leishmaniasis treatment, with a special
focus on the use of proteinase mhibitors. The history of treatment development, the first- and second-choice modern drugs
and the advantages and disadvantages of using proteinases inhibitors as leishmanicidal treatments are presented and dis-
cussed. The reports gathered herein confirm the potential usefulness of proteinases inhibitors as an alternative or comple-
ment to the current leishmaniasis treatments. They also support the hypothesis that a combined treatment with nmltiple
proteinase inhibitors may be efficient against Leishmania infections in vertebrate hosts.

Keywords: Leishmaniasis, Leishmania, protemnases, proteinase inhibitors, treatment, virulence factors.

INTRODUCTION

Leishmaniasis i1s considered an endemic disease in 8§
countries and 1s found in the Americas, Africa, Asia, Eastern
Europe and Oceania [1. 2]. It is a tropical disease that pri-
marily affects populations in poor or emerging countries.
The World Health Organization estimates that the incidence
of this disease. considering all clinical forms. is approxi-
mately 1.5 million new cases/vear; however, this number is
likely underestimated due to difficulties m identifying all
cases and the occurrence of asymptomatic infections [2].

This parasitic disease 15 caused by species of the genus
Leishmania and 15 acquired by a vertebrate host during the
blood meal of phlebotomine sandflies. After entering the
host as promastigotes. the parasites undergo morphoelogical
changes into amastigotes and become able to mfect cells in
the skin, mucosa or cartilage. thus causing the cutaneous
form of the disease (CL). Depending on the parasite species
and stramn, the amastigotes may colonize cells m internal
organs, mncluding the liver, spleen and bone marrow, to cause
the visceral form of the disease (VL) [3]. In contrast to ex-
tracellular promastigotes that possess a visible flagellum.
amastigotes are intracellular round-shaped forms that prefer-
entially mhabit cells of the mononuclear phagocyte system.
This last morphological stage of the parasite is the preferred
target for the development of novel chemotherapies because
it 15 the parasite stage that inhabits vertebrate hosts.

However, despite the high incidence rate and the com-
mitment of researchers working to develop new drugs for
leishmamasis treatment. lhittle success has been achieved. The
current drugs used m the treatment of leishmaniasis have
limitations regarding their use, such as high cost. difficulty
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of admunistration, foxicity or the occasional development of
resistant parasite strains, which represent obstacles to suc-
cessful therapies [4]. For this reason, there 1s a dire need to
wdentify novel and specific drugs to treat Leishmania infec-
tions.

HISTORY AND CURRENT STATUS OF LEISHMA-
NIASIS TREATMENT WITH ANTIMONTIALS

Despite the length of time that the Leishmania parasites
have been known (the first report dates back to 1885 by
David D. Cuningham) [5]. leishmaniasis remains a major
cause of suffering for many millions of pecple m the tropical
and subtropical regions of the world. This situation is due to
the absence of effective treatment options, inadequate con-
trol practices and little to none interest of the major pharma-
ceutical mndustries to research for novel treatment alterna-
tives. This lack of interest characterizes leishmaniasis as a
tropical neglected disease.

The current treatment for leishmamiasis 1s based on that
proposed by Gaspar Vianna in 1912, who was able to effec-
tively treat cutaneous leishmaniasis patients by intravenously
myecting emetic tartar [6]. His approach was mspired by the
then promising microbicidal effects that antimomials pre-
sented against other trypanosomatid species [7].

In 1915, Vianna's treatment has also been shown to be
effective against visceral leishmaniasis, as reported by Cris-
tina and Caronia in Italy [8] and by Rogers in India [9]
However, the treatment has disadvantages, as the drug is
highly toxic to the patients and is very unstable n the tropi-
cal climate. Antimony has even been reported to have no
beneficial effect in other studies [10, 11].

This controversy led to further studies and, i 1920, to
the development of a new antimonial compound to treat
kala-azar: urea stibamine by Upendranath Brahmachari [12].
The next developments m leishmaniasis treatment were
achieved only decades later with the advent of the pentava-
lent antimonials: sodmm antimonyl (V) gluconate n 1937
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[13] and sodium stibogluconate in 1945 [14]. These drugs
are associated with fewer toxic effects for the patients.

Currently. these pentavalent antimenials (Sb™") that have
been i use since the 1940s and remain the first-choice drugs
for the treatment of all leishmaniasis clinical forms. The lon-
gevity of this treatment course 15 explamed by the higher
risks of toxicity associated with other antileishmanial drugs
(amphotericin B and pentamidine). These drugs are only
recommended in cases in which there 1s a contramdication,
mtolerability or resistance to the pentavalent antimonials
[15].

The following two pentavalent antimonials formulations
are currently available: sodmm stibogluconate (SSG; Pen-
tostam ™) and meglumine antimoniate (MA; Glucantime™).
While SSG 15 used mainly in English-speaking countries.
MA 1s prevalently marketed in French-, Spanish- and Portu-
guese-speaking countries [11]. Both the efficacy and toxicity
of these compounds are related to their Sb™ content and.
despite their structural differences, they are considered
therapeutically similar, even though the Pentostam formula-
tion contains nearly 20% more Sb™ per ml than Glucantime
[16. 17].

To date. the precise mechanism of action of the pentava-
lent antimomials against the parasite remains largely un-
known. However. it appears to be multifactorial. as observed
for other heavy metal-based compounds, rather than bemng
due a specific pathway. At the molecular level, it is believed
that the antimony binds to the sulfhydryl groups of certain
proteins, causing alterations m their structures and. eventu-
ally. impairing their function [18].

There 1s evidence suggesting that the biologically active
form of the heavy metal in the compound 1s, mn fact, the tri-
valent antimony ($b™"). Thus, the pentavalent antimony may
be a pro-drug, as proposed by Goodwin and Page in 1943
[19]. Other authors have supported this hypothesis, as Miek-
eley er al. (2002) that observed the bioreduction of $b™ into
Sb™" after the intramuscular administration of MA in patients
with leishmaniasis [20]. In this case, the bioreductive agent
mplicated m the transformation was glutathione (GSH). a
thiol present i high quantities m the mtracellular environ-
ment [21-23].

In the search to understand how antimomials exert their
antileishmanial effect. 1t has been reported that these com-
pounds mhibit certamn stages of the energy metabolism cycle
in amastigotes. Experimental observations indicated that in
vifro exposure of Leishmania (Leishmania) mexicana to SSG
resulted in a dose-dependent decrease in both cell viability
and CO; production dernved from [6-Clglucose and
[Clpalmitate in the parasite cultures. Thus, 1t can be inferred
from these data that the glycolytic enzymes and the compo-
nents of the fatty acid oxidation pathway are mhibited by
SSG. although the hexose monophosphate pathway and the
citric acid cycle are not, leading 1o a depletion of intracellu-
lar ATP levels [11, 24].

Wyllie er al. (2004) showed that Sb*" inhibits trypan-
othione reductase (TR) activity in Leishmania (Leishmania)
dongvani, an enzyme essential for the survival of the parasite
mside macrophages [25]. Later. Baiocco ef al. (2009) dem-
onstrated that Sb°” also binds, with high affimity. to the active
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site of Leishmania {Leishmania) infantum TR and inhibits its
enzymatic activity. The inhibition of TR by antimonials has
been described as a pivotal step for the antileishmanial activ-
ity of these compounds [26].

The additional microbicidal effects of the antimonial
compounds include the followmng: the induction of apoptosis
in amastigotes by Sb”", as observed by DNA fragmentation
and exposure of phosphatidylserines on the outer surface of
plasma membrane in parasites exposed to antimonials [27];
the mhibition of topoisomerases [28]; the formation of com-
plexes with ribonucleosides [29]; and. interference in the
translocation of preformed purmes [30].

Regarding the current treatment posology. the WHO rec-
ommends a dose of $b™ of 10 to 20 mg/kg/day intramuscu-
larly or mtravenously with a maximum total daily dose of
810 mg of Sb™". The treatments generally continue for 20
days but may be reduced to a nunimum of two weeks if the
anticipated parasitological cure is observed. In cases in
which systemic use of Sb™" is contraindicated, 0.2 to 1 ml of
the antimonial selution may be administered directly into the
lestons [11. 31, 32].

The use of antimony 1s characterized by a broad spectrum
of mild to moderate adverse effects. The most common of
these adverse effects are myalgia, arthralgia, nausea, vomit-
ing, fever. headache, abdominal pain. pain at the site of ap-
plication and edema. Nevertheless, these side effects are sel-
dom considered severe enough to necessitate treatment dis-
continuation. The most hazardous side effect associated with
antimonials 15 undoubtedly cardiotoxicity. This effect is
markedly mereased when $b*" is used. but it may also occur
with high doses of Sb™". The cardiotoxicity associated with
antimonials 15 characterized by several changes m the car-
diovascular system. particularly altered ventricular repolani-
zation [32, 33].

SECOND-CHOICE DRUGS FOR LEISHMANIASIS
TREATMENT

In cases where there are contraindications for antimonial-
based treatments. when patients present mtolerance or due to
emergence of resistant parasite strams, the use another set of
drugs is recommended, as Amphoterecin B. Pentamidme,
Miltefosme or Paromomycin. Therefore. those are classified
as second-choice drugs [15].

Amphotericin B

Amphotericin B deoxvchelate is a polyene antibiotic ob-
tamed from Streptomyces nodesus, with well-known antifun-
gal activity and reported to be effective agamnst Leishmania
promastigotes and amastigotes both in vitro and in vive [34]
This drug has been applied for the treatment of VL m India
and Brazil for many years and has proven to be an effective
yet difficult treatment. Amphotericin B has also been shown
to be effective agamst the mucosal form of leishmamasis, in
which relapses are common [35-38]. Attempts to reduce the
side effects of amphotericin B led to the development of lipid
formulations of this drug that encapsulate it m micelles. The
lipid particles are quickly removed from patient circulation by
mononuclear phagocytes that then deliver large quantities of
the drug inside the infected cells, thus enhancing its antipara-
sitic effects.
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Currently. the followmng three lipid formulations are
available: liposomal amphotericin B (AmBisome; Nexstar,
USA): amphotericn B lipid complex (Abelcet, ABLC;
Liposome Co., USA); and amphotericin B colloidal disper-
sion (Amphocil, Amphotec; Sequus. USA) [35. 37. 39].
These formulations are similar to amphotericin B deoxycho-
late in their efficacy but are significantly less toxic. The
hiposomal formulation of amphotericin B 15 used for the
treatment of VL only in Europe due to its very high cost.
which precludes its use in developing countries [40, 41].

The mechanism of action of amphotericin B 15 due to its
reaction with sterols that contain a methyl substitution m C-
24 (episterol and ergosterol) m the parasite cell membrane.
thus forming pores that alter the ionic balance, cell perme-
ability and. eventually, cause cell death. However, this drug
can also bind to cholesterol molecules present in the cell
membrane of host cells, thus causing toxic side effects in the
patients [17. 35. 40, 42]. This drug 1s highly effective against
Leishmania; i assays with hamsters or monkeys nfected
with L. (L) donovani, 1t was described to be 400 ttmes more
potent than pentavalent antimonials agamst the parasite.

In Brazil. the recommended dose of amphotericin B for
VL or CL treatment 15 1 mg/kg/day on alternate days for 20
days. The recommended total dose ranges from 1.0-1.5 g for
CL treatment and 2.5-3.0 g for VL [16, 40, 43].

Despite 1ts high effectiveness. amphotericin B 1s used as
a second-choice drug due to ifs senouns adverse effects and
many treatment drawbacks. includmg the need for parenteral
administration, long-term therapy and constant clinical moni-
toring. Thus, it 1s usually only used mn cases where treatment
with pentavalent antumonials did not produce an adequate
response. however it is considered the first-choice drug for
the treatment of pregnant women [17. 35 37, 40_42].

Pentamidine

Pentamidine is an aromatic diamine used for the treat-
ment of patients who are unresponsive to therapy with anfi-
monials. This drug 15 also applied in the treatment of incipi-
ent cases of Rhodesian or Gambia trypanosomiasis. It was
first mtroduced as an antileishmanial agent in 1952 and has
been used i the treatment of various climical forms of
leishmaniasis. However, its high toxicity and low effective-
ness compared with other treatment options led to a suspen-
ston of its nuse in several countries [44-47].

Pentamidine’s mechanism of action appears to be related
to 1ts ability to bind kinetoplast DNA i the parasites and
thus affect their survival. However. this hypothesis requires
further investigation. and other potential effects of pen-
tamidine on the parasites must be addressed [41, 48. 49].

Pentamidine isothionate is preferably administered by m-
travenous infusion or, altemnatively, intramuscularly, as it is
readily absorbed and exits the circulation rapidly. The rec-
ommended dose 15 7 mg'kg (corresponding to 4 mg of pen-
tamidine base) m 48-hour mtervals. Alternatrvely, a dose of
2 mg/kg of pentamidine base may be administered in seven
myections. The total dose of pentanudine base in the treat-
ment should not exceed 2 g [16, 43].

The most common adverse effects related to the use of
pentamidine 1sothionate are pain and sterile abscesses at the
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mjection site, nausea. vomiting. dizziness, malaise. myalgia.
arthralgia, headache, hypotension, syncope, cytolysis of pan-
creatic beta cells, hypoglycemia and hyperglycenma. In ex-
treme cases, cardiotoxicity may occur, leading to fatal ar-
thythmia. Another major toxic effect of pentamidine is the
development of insulin-dependent diabetes in treated pa-
tients; this effect has an incidence rate of 12.5% m cases 1n
which the total dose of treatment nears 1 g [17. 35. 40. 50].

Aliltefosine

Miltefosine, a hexadecylphosphocholine, was origmally
developed as an oral antineoplastic agent (for cutaneous can-
cer treatment). After a series of clinical studies between 1997
and 2000, it was approved under the commercial name Im-
pavido™, becoming, in some countries, the first available
oral treatment for leishmaniasis [51].

Its mechanism of action against the Leishmania parasites
appears to be via the modulation of cell surface receptors
that affect many relevant cell processes. mcluding calcium
homeostasis, ether-lipid remodeling mechanisms, the synthe-
sis of phosphatidylcholine, signal transduction, inositol me-
tabolism. phospholipase activation and protein kinase C, as
well as other mitogenic and apoptotic pathways. Miltefosine
also mcreases macrophage cytotoxicity by increasing oxida-
tive stress and stimulating cellular glucose consumption (by
the production of reactive oxygen species such as H;O; and
superoxide O,), eventually leading to the death of the para-
sites inhabiting these cells [52-57].

Miltefosine has been used at doses of 2-2.5 mg/kg/day or
50 mg twice a day for 28 days. It 1s noteworthy that the effi-
cacy of this drug in the treatment of CL in the New World is
limited [16, 43, 58].

The most common adverse effects observed with milte-
fosme are related to the gastrointestinal tract and include
diarrhea and vomiting. These effects occur m more than 30%
of the treated patients. and its use 1s contraindicated during
pregnancy because 1t has known teratogenic effects. Severe
symptoms may occur when doses as high as 200 mg per day
are used [35, 59, 60].

Paromomycin

Paromomycin, also known as aminosidine. is the only
ammoglycoside with clinically important antileishmanial
activity; both the visceral and cutaneous forms can be treated
with this antibiotic. Due its poor oral absorption, a parenteral
formmlation for VL treatment and a topical formulation for
CL treatment have been developed [61-63] Paromomycin
has been tested agamnst VL at dose of 15-20 mg/'kg of paro-
momycim sulfate for 21 days [16]. The followimng three topi-
cal formulations have been used for cutaneous leishmamasis:
15% paremomycin with 12% methylbenzethonium chloride;
15% paromomycin with 10% urea; and 15% paromomycin
with 0.5% gentamicin. All of these formulations are adminis-
tered twice a day for up to 20 days. These formulations have
shown varying results depending on the species of Leishma-
nia mvolved [43]. A notable advantage of paromomycin is
observed when it 15 applied in combination with antimonials:
i this case, paromomycin aids in reducing the therapy dura-
tion from 30 days to 17-21 days.
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The exact mechanism of action of paromomycmn requires
further elucidation, but it has been reported to mhibit protein
synthesis in protozoans by binding to the 305 nbosomal
subunit and cavsing an accumulation of abnormal nitiation
complexes [64].

Similar to other ammoglycosides, paromomycin has sev-
eral adverse effects. including ototoxicity. nephrotoxicity.
eighth cranial nerve disease and liver function abnormalities
[62].

Azoles

The many azole compounds have been widely used as
oral antifungal agents as they are well tolerated by the pa-
tients and efficient to treat these infections [65, 66]. They
have been suggested for clinical treatment of leishmaniasis.
as these dmgs have shown antileishmamal activity in vifro
and in vive. by mhibiting ergosterol biosynthesis in the para-
sites and thereby affecting their cell membrane.

Fluconazole has been reported to show promismg results
m the treatment of cutaneous or visceral leishmaniasis
caused by parasites of both subgenera [67-69]. although its
efficiency, applicability or required dosage are still m debate
[70-73].

Itraconazole presents sumilar contradictory data m the lit-
erature: there are reports of clinical cases where patients
have been successfully treated for cutaneous leishmaniasis
with this azole [74. 75]: but, in a larger clinical trial. it was
noted that the cure rates of patients with cutaneous leishma-
niasis were similar between the placebo group and the group
treated with itraconazole [76].

Ketoconazole has also been used in studies with small
patient numbers mfected with species from both the Old and
New Worlds and presented an acceptable cure rate [77-79]
However, these results still require confirmation by further
larger studies.

PROTEINASES AS POTENTIAL TARGETS FOR
NOVEL LEISHMANIASIS TREATMENTS

Proteolysis 15 a common mechanism of activation or in-
activation of enzymes involved m an array of biological
processes, such as digestion, blood clotting, cell differentia-
tion and apoptosis [80].

Peptide bond hydrolysis can occur at the amino or car-
boxyl-terminal position of a polypeptide chain (exopeptidase
activity) or withmn the polypeptide (endopeptidase or protein-
ase activity). The protemnases are classified based on the
amino acid residues present in their catalytic site. The most
common protemnase classes are serine, cysteine, aspartyl,
metallo, threonmme and glutamine proteinases. Among these,
four classes have already been described in Leishmania para-
sites: serine, cysteme, aspartyl and metallo protemases [81,
82].

Serine proteinases (SPs) contain a characteristic catalytic
triad (histidine, serme and aspartic acid) m their active site.
The hydrolytic activity of this triad occurs when the histidine
and the aspartic residues interact with a serine residue and
deprotonate a hydroxyl group. The enzyme then performs a
nucleophilic attack on a carbonyl carbon of the substrate and
hydrolyzes 1t [83].
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Cysteme protemases (CPs) have a hydrolytic mechanism
similar to that of SPs; however, the active nucleophile radi-
cal is the thiol group of a cysteine residue rather than a hy-
droxyl group of a serme residue [83].

Aspartyl proteinases contam two aspartic acid residues in
their active site that can act sumlar to an acid/base mecha-
nism. In these enzymes, a water molecule coordinated be-
tween the two aspartic residues 1s activated by deprotonation
and then attacks a carbonyl group in the substrate [83].

Metalloproteinases (MPs) contain a coordinated metal
atom in ther structure, wsually zine, which stabilizes the
oxvanion hole. In many MPs. such as thermolysm and ma-
trix MPs. two or three histidine residues and an acidic side
chain perform the coordination of the metal 1on. A water
molecule 15 deprotonated by the coordinated metal ion and
serves as the agent of hydrolytic activity agamst the substrate
[83].

Despite their distinct and specific mechanisms of action,
proteinases from these classes have been reported. in differ-
ent studies and to variable degrees, to be virulence factors
with relevant activity during the processes of Leishmania
mfection establishment and evolution in the vertebrate hosts.

Proteinases of Leisiimania spp. as Virulence Factors and
Targets for Novel Treatments

In the mammalian host cell, especially those of the
mononuclear-phagocytic system. Leishmania parasites m-
habit the parasitophorous vacuole (PV), which 15 ongnated
by the fusion of a parasite-containing phagosome with other
organelles, such as lysosomes and endosomes, characterized
by an acidic environment (pH 4.7-5.2) with a great diversity
of macromolecules [84, 85].

This potentially hostile environment 1s also the site where
the metacyclic promastigotes that entered the mammal host
differentiate into amastigotes. and must be able to adapt to
the PV conditions [86]. In addition to this pivotal adaptation
to the PV, the amastigotes must also be able to aveid or sub-
vert the host’s immune responses to further mfect other cells.

It 1s m such conditions that the protemases of Leishmania
develop their activities and participate in nutrients acquisi-
tion, metabolic tumover and. as previously mentioned, host-
parasite mieractions.

Our group has previously extensively reviewed the data
currently available i the literature regarding the roles of
proteinases as virulence factors in Leishmania infections
[82].

CPs are currently the protein class with the most reports
of activity as virulence factors in Leishmania and are preva-
lent in species that belong to the L. (L.) mexicana complex
[86]. Of all of the distinct CPs of these parasites, three pa-
pamn-like CPs have been most thoroughly analyzed (CPA,
CPB and CPC) [87].

CP activity is higher in I (L) amazonensis amastigotes,
the evolutive form that infects mammals. than in promas-
tigotes [88], which inhabit the gut of sandflies, and there 1s a
correlation between the levels of CP expression and the in-
fectivity of the parasite [89]. Thus. these proteinases have
potential to influence the outcome of the infection.
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Studies of CP gene suppression in Leishmania spp. have
further demonstrated the important role of these protein-
ases. The suppression of CP expression diminishes the in-
fectivity of Leishmania (Leishmania) infantum in hamsters
[90] and that of Leishmania (Leishmania) chagasi mn hu-
man cell cultures [91]. In addition. suppressing the multiple
copies of the CPB genes m L. (L) mexicana reduces the
capacity of the parasites to mfect and induce lesions in the
hosts [92, 93].

CPB has been reported to be the most relevant CP for
parasites of the L. (L) mexicana complex, as it exerts an
extensive array of effects on the vertebrate host. This en-
zyme promotes interlenkin (IL)-4 expression [94]. mhibit IL-
12 expression [95]. affect the transcription factors STAT-1.
AP-1 and NF-«B, mmpair nitric oxide (NO) production [96]
and cleave major histocompatibility complex (MHC) class I
proteins [97].

A specific portion of CPB, the COOH-terminal exten-
sion, 1s not observed in other CPs and has been mmplicated in
the mnfection process in the vertebrate host. This domain of
CPB mfluences the production of cytokines and NO by the
host and affects the capacity of parasites to survive inside
macrophages [98-100].

Both CPA and CPC have been reported to play roles m
the parasiie-host interaction; however, these enzymes are
less relevant to infection than CPB. Their suppression leads
to fewer significant effects. L. (L.) mexicana parasites with a
suppressed CPC gene are more susceptible to killing by host
cells [101, 102]. and L. (L) infantum parasites with a sup-
pressed CPA gene are less able to mfect mammalian hosts
[103].

Regarding MPs. the major surface protein (MSP or gp63)
15 abundantly expressed on the surface of Leishmania para-
sites [104] and has known roles as a virulence factor. GP63
is required for the promastigotes to survive complement-
mediated lysis i the mammalian host [105, 106]. it modu-
lates certain cytokine responses in the host [107], and it af-
fects the proliferation of natural killer cells during the infec-
tion [108]. This MP also affects transcription factors and
signal transduction cascades and can cleave c-Jun (the cen-
tral component of the transcription complex AP-1) [109] and
NF-«B [110], and it also activates tyrosine phosphatases in
macrophages [108]. Interestingly. GP63 also affects the host
immune responses by cleaving CD4 glycoprotein, as ob-
served in assays with human T cells [111].

Some studies have also identified roles of SPs as viru-
lence factors. In attenuated stramns of L. (L.) donovani, the
surface SP levels are decreased, and the presence of a 115
kDa SP affects the ability of parasites to infect their hosts
[112]. Moreover, the expression of oligopeptidase B appears
necessary for Leishmania parasites to remain undetected in
macrophages during mfection [113].

As the above data mdicate, proteinases are highly rele-
vant factors for many species of Leishmania and participate
i pivotal processes of the parasite life cycle. Understanding
the distinct mechanisms of proteinase action and their impor-
tance m the biology of the parasites are necessary to ade-
quately define the potential of proteinase mhibitors for infec-
tion treatment.

174

Current Drug Targets, 2014, Vel. 15, No. 12 5

Effects of Proteinase Inhibitors on Lefshmania Parasites
in Culture

Previous studies have reported the inhibitory effects of
different classes of proteinases on the survival and/or prolif-
eration of Leishmania parasites. These studies often describe
the use of viral protemase mhibitors, especially those tar-
geted to HIV proteinases [114-117].

Certam HIV aspartyl proteinase mhibitors. mcluding Ac-
Leu-Val-Phenylalaninal, saqunavir mesylate and nelfinavir,
impair Leishmania cell division. In addition. these drugs
have been shown to decrease the number of monocytes co-
infected by HIV/Leishmania in culture. in a dose-dependent
fashion [118]. Together. these reports indicate the potential
of using these drugs for leishmaniasis treatment and under-
line the need to develop drug design studies to increase their
affinity for the Leishmania protemnases.

Another promising front for the search of new an-
tileishmanial drugs is research into natural compounds ob-
tamned from plants or other organisms. Interestingly. the
mechanism of action of some of these compounds is through
proteinase mhibition.

The bioflavonoid fukugetin is a compound isolated from
the fruits of Garcinia brasiliensis by ethyl-acetate extraction,
and 1t has been shown to mhibit the actvity of L. (L) ama-
zonensis cysteme and senmne proteinases. However, this com-
pound showed no activity against promastigotes or amas-
tigotes in vitro [119].

A Kunitz-type serine protemase mhibitor obtamed from a
sea anemone, named ShPI-I, was able to affect SP activity in
promastigotes of L (L) amazonensis and, also, to reduce
parasites viability in culture, inducing morphological altera-
tions to the cells [120]. This inhibitor’s effects on parasites
viability and morphology were more pronounced than those
of classic SP mbhibitors (N-tosyl-L-phenylalanine chloro-
methyl ketone and benzamidme) at the same time point but
m lower concentration. suggesting an effective antileishma-
nial acitivity.

In addition, chemically synthesized compounds with pro-
temase-mhibiting properiies that have not been previously
studied for the treatment of other diseases have been ana-
lyzed with regard to their effects on Leishmania parasites.
MP-inhibiting synthetic compounds have been selected
through in silico analysis from databanks, and these com-
pounds were able to block L. (L.} donovani proliferation in
vifro. Specifically, these compounds inhibit parasite dipepti-
dvl carboxypeptidase, which has been established as a puta-
tive target for antileishmanial chemotherapy [121].

Bv applying a similar strategy, the virtual screening of
the ChemBridge databank for inhibitors of parasific cysteine
proteinases led to the identification of five non-peptide in-
hibitors with antileishmanial activity agamst L. (L.) donovani
promastigotes in vitro. These inhibitors were selected by
their potential capacity to bind to falcipain-2 and 3 from
Plasmodium parasites, as measured through in silico assays,
and their binding to Leishmania CPs can be explamned by the
high conservation of the CP binding pocket structure across
these protozoans [122].

The small molecule thiocarbazate (PubChem SID
26681509) 15 another synthetic mhibitor that was discovered
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by analyzing the NTH Molecular Libraries Small Molecule
Repository. It 15 a potent inhibitor of human cathepsin L and
has demonstrated toxicity against L. (L) major promas-
tigotes, although 1t 1s safe to human aertic endothelial cells
even at high concentrations [123].

A potent synthetic mhibitor of calpains. carbobezoxy-
valinyl-phenylalaninal (commercial name. MDL 28170),
also presents antileishmanial activity. MDL 28170 induces L.
(L) amazenensis parasite death in culture and promotes al-
terations i the cell morphology. Possible targets for this
mhibitor are the calpamn-like molecules present on the cell
surface of the promastigotes [124].

Effects of Proteinase Inhibitors in the Treatment of Ex-
perimental Leishmania Infection

Presently. little data are available in the literature regard-
mg the outcome of using protemase mhibitors targeting para-
site enzymes to treat experimental Leishmania infections in
experimental animal mfections or 1 host cell cultures.

Nevertheless, CP inhibitors have been reported to have
promusing results when applied in a chemotherapeutic con-
text in experimental animal infection models. Two deriva-
tives of oxalic  bis[(2-hydroxy-1-naphthyl) methyl-
enelhydrazide (named ZIIM43A and ZLIIT115A), both re-
versible CP imhibitors. and the pseudopeptide substrate ana-
logue morpholine uvrea-phenylalanine-homophenylalanime-
vinylsulfonyl-benzene (K11002, Arris Pharmaceuticals), an
irreversible inhibitor of CP. were shown to mterfere in L. (L)
major mfections in vitro and in vivo [86]. These compounds
prevented parasite replication and infection of mouse macro-
phages (cell line J774) challenged in culture with L. (L) ma-
jor promastigotes. However, none of these compounds af-
fected the host cells (as assessed by analysis of morphologi-
cal changes).

These same compounds delayved lesion progression and
reduced the parasite burden m mfected BALB/c mice, with-
out toxic effects to the treated animals. Contrary to the
mechamism of action previously suggested for another CP
mhibitor (CA074, a cathepsin B-specific mhibitor) that was
also able to cure L. (L.) major-infected BALB/c mice [125].
these inhibitors were not able to alter the T lymphocyte re-
sponse of the host and appeared to act directly on the
Leishmania CPs.

A distinct CP inhibitor. N-benzoyloxycarbonyl-phe-ala-
diazomethylketone (Z-FA-DMEK. Sigma). also impaired the
parasite infection of host cells [126]. In this case, 1t has been
suggested that Z-FA-DMK affects the activity of L. (L.)
mexicana cysteine proteinase B. a known pivotal virulence
factor for this species; however, the specificity of this action
was not completely defined. This inhibitor was very efficient
at preventing the mfection of peritoneal cells from BALB/c
mice by promastigotes or amastigotes and also reduced the
number of infecting parasites per host cell; however, when
used in parasite cultures for extended periods. 1t did not alter
the growth of the parasite cells and only partially mhibited
their CP activities.

The treatment of L. (L) fropica-infected BALB/c mice
with subcutaneous or intraperitoneal myections of an irre-
versible CP mhibitor, the pseudopeptide substrate analogue
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N-Pip-phenylalanine-homophenylalanine-vinyl sulphone
phenyl (N-Pip-F-hF-VS Phenyl or K11777). showed that this
compound possesses antiparasitic activity. The treated am-
mals showed a reduction m lesion size, and this effect per-
sisted for as long as 2 months after the end of treatment
[127].

This same CP inhibitor, K11777, was also reported to
hinder the survival of L. (L) mexicana parasites mside peri-
toneal macrophages from CD1 mice [128]. When parasites
were incubated with K11777 prior to the infection assays,
macrophage infection rates fell by nearly 75%. Thus effect 1s
comparable to what 15 observed in experimental challenges
using mutant parasites with cpa and cpb gene depletion. The
effect of this inhibitor appears to be related to preventing
autophagosome digestion in the parasites.

Cystatin, another inhibitor of CPs, has also been reported
to show activity i murine models of Leishmania mfection.
specifically m BALB/c mice infected with L. (L) donovani
[129]. The use of cystatin in conjunction with interferon
(IFN)-y demonstrated antiparasitic effects. This combination
affected amastigote growth mside macrophages in vifro and
had curative effects for the infected animals. including the
virtnal elimination of parasites in the spleen after treatment.
Interestingly. such treatment also led the treated mice to de-
velop subsequent resistance to infection challenge. This evi-
dence suggests the possibility that this CP inhibitor 1s not
acting directly on parasite enzvmes but is rather affecting the
host cells m some way. This hypothesis is supported by the
observations that macrophage nitrite production 1s enhanced,
and the T lymphocyte response is altered by cystatin.

Two compounds derived from fans-aziridine-2.3-
dicarboxylic acids (13b and 13e). which are mreversible m-
hibitors of cathepsin-B-like enzymes, have been reported to
reduce the L. (L.) major mfection rate m periioneal macro-
phages obtamned from BATB/c muce without showing toxic
effects agamnst the mammahan cells. These compounds m-
duce parasite death with features that are similar to apopto-
sis, namely the accumulation of undigested debris in
lysosome-like vacuoles within the parasites [130]. Similar to
the pattern observed for cystatin, co-treatment with IFN-y
enhanced the antiparasitic effects of these compounds in
infected macrophages. Furthermore, compounds 13b and 13e
wmterfered with the production of mnterleukms and NO m m-
fected peritoneal macrophages. These compounds changed
the levels of IL-6, IL-12 and tumor necrosis factor (TNF)-a
mn cell culture and mereased NO levels [131].

CP mhibitors have also demonstrated potential in the
treatment against parasites during Leishmania mfection of
human cells or tissues. The cathepsin B-specific inhibitor
CA074. which had a protective effect for BALB/c mice
against L. (L.} major as described above, was shown to mter-
fere m the infection of macrophages from the human mye-
loid cell line U937 with L. (L) infantum. CA0T4 reduced
parasite survival mside host cells [132]. Remarkably, the
mechanism of this effect appears distinct from the one ob-
served m the murine host and is possibly related to the inhi-
bition of the parasite CPs rather than a direct effect on the
host enzymes. In addition, because Leishmania cathepsin B
has been implicated in the activation of host transforming
growth factor (TGF)-P, which leads to an mefficient Th2
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response, the mhibition of this enzyme by CA074 would
prevent TGF-p actrvation and allow for the host to control
the mfection through an effective Thl response.

Specific mhibitors of another class of CPs, cathepsin L.
have also been shown to abrogate the parasite effect on IL-
12 expression [133]. The compound cathepsm L inhibiter IV
(Calbiochem) has been reported to interfere i the parasite-
related cleavage of nuclear factor (NF)-xB or 1ts endogenous
mhibitors. as assayed in bone marrow-derived macrophages
challenged with L. (L) mexicana. This effect prevents IL-12
production by macrophages even after lipopolysaccharide
(LPS) stimulation. Similar results have also been observed
for K11002, which was previously mentioned due its effects
on L. (L) mgjor survival in infected mice or murine cell cul-
tures.

Inhibitors of other protemase classes also have the poten-
t1al to be used for the treatment of Leishmania nfection. Five
asparty] protemase mhibitors that are currently used for the
treatment of HIV mfection (amprenavir, indinavir, lopinavir,
nelfinavir and saquinavir) have been shown to affect L (L)
amazonensis parasites i vitre, although with varying de-
grees of activity. These mhibitors imparred parasite growth
m culture and induced changes in cell morphology. In addi-
tion, amprenavir, lopmavir and nelfinavir mterfered with the
parasite-macrophage association mdexes if they were incu-
bated with the promastigotes prior to the interaction assays
[116].

However, other studies have reported that mdmavir and
ritonavir could not effectively control the infection i L. (L)
amazonensis experimentally infected mice; these antiretrovi-
rals were able to reduce lesions in mfected mice after 3-5
weeks of treatment, but they did not affect the parasite load
[134].

Serine proteinase inhibitors present in potato tuber ex-
tract. which were effective to mhibit SP activities in log-
phase promastigotes of L (L) domovani, also reduced
viability of promastigotes in culture and affected
amastigotes  proliferation mside murme peritoneal
macrophages [135]. This extract presented the potential to
serve as basis for the development of new drugs agamst
visceral leishmaniasis, as it was shown to have no adverse
effects on macrophages. while enhancing the production of
nitric oxide and reactive oxygen species. molecules related
to parasite killing, in these cells.

REMARKS

Leishmaniasis 1s a neglected tropical disease and. as this
term implies. there 1s a great need for additional research to
mprove the treatment options for this disease. Antimonials
are the current first-choice drugs for leishmaniasis treatment
and have been so for a substantial period of time. However,
they are highly toxic compounds and. if they were proposed
currently as a new drug. they would likely not be approved
due to the nigid eligibility criteria and strict regulatory as-
pects for clinical trial mvestigations for drug approval [136,
137].

The current trends for drugs research in parasitic diseases
mclude the application of proteinase mhibitors as che-
motherapeutic agents. However, the data collected m inde-
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pendent reports have been unable to effectively prove that
protemnase mhibitors can adequately replace antimonials in
the treatment of leishmaniasis.

As previously described for L. (L) amazomesis [81].
Leishmania parasites differentially express protemases in the
various stages of their life cycle, reflecting the changes in
their environment. These variations must be regarded when
considering proteinase inhibitors as potential chemothera-
peutic drugs. New drugs should focus primarily on the prote-
mases that are relevant to the parasite morphological stages
that mhabit vertebrate hosts.

Another important pomt to consider is that certamn miner
structural differences in proteinases of the same type can
affect their catalytic site microenvironment. These variations
may make it difficult to develop proteinase mhibitors with
wide activity against an array of proteinases in Leishmania
SPP-

In addition, due to the large vamety of protemnases re-
ported in these parasites. it 15 possible that only a combined
treatment with distinct protemnase inhibitors would be an
effective antileishmanial therapy.

Finally. 1t is important to consider that. despite the rela-
tive safety that protemnase mhibitors have been presenting
when used agamst Leishmania i cell cultures or animal
models, these drugs may cause some undesired side effects
when applied in the treatment of leishmaniasis patients. It
has been reported that protemase mhibitors used m anti-HIV
therapies may cause dyslipidenua, msulin resistance, type 2
diabetes, cardiac conduct abnormalities, nausea and diarrhea,
however the more recently developed inhibitors cause these
side effects less frequently [138-141]. Currently. an experi-
mental animal model. using hamsters. 15 being developed to
conduct studies about the side effects of antiretroviral prote-
mase mhibitors [141] and may, therefore, be also useful to
determine the safety of potential antileishmanial proteinase
inhibitors.

We firmly believe that only by understanding the modu-
lation of distinct 1soforms of the same protemnase will it be
possible to propose a fine-tuned and effective strategy for
controlling Leishmania parasites during infection of the ver-
tebrate host. The establishment of treatments based on such
variations would be a great contribution to controlling and
curing this relevant parasitic disease.

Proteinases are a promising
target for developing drugs
to treat leishmaniasis be-

Relevant aspects to be con-
sidered for the development
of ftreatments based on

parasites’ life cycle and in-
teraction with host;

* Dmgs cumrently available
for leishmaniasis present
many toxic side effects and
resistant strains are emerg-
ing;

cause: Leishmania  proteinase in-
hibitors:
* They are pivotal factors for | » Parasites express distinct

sets of proteinases m differ-
ent phases of their life cy-
cle;

Minor structural differences
in the catalytic site of prote-
inases of a same type may

prevent broad effect by the
inhibitors;
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* Reports from in vitro and | * Development of inhibitors
in vive studies show that should focus primarily on
specific  inhibitors  for those proteinases known to
Leishmania protemnases are be expressed by amastigotes
safe for mammalian cells (mammalian host-inhabiting
and animals; evolutive stage).

* Knowledge about charac-
teristics and diversity of
parasite’s proteinases has
been advancing greatly in
recent years.
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and not only a single enzyme
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Abstract The use of proteinases as targets to develop novel
chemotherapies against Leishmania spp. infections is a very
promising strategy. Based on a previous study by Goyal et al.
[T Mol Model (2014) 20:2099], we discuss herein the idea that
only a combined treatment with distinct proteinase inhibitors
would be an effective antileishmanial therapy.

Keywords Leishmania - Oligopeptidase B - Proteinase
inhibitors - Antileishmanial therapy

Short comments

Leishmaniases are parasitic tropical diseases that affect
humans. Currently, pentavalent antimony compounds
(Glucantim and Pentostam) are the drugs of first choice to
treat these diseases, while Amphotericin B, Pentamidine,
Miltefosine or Aminosidine are used as secondary options
[1]. In fact, to date, near 25 compounds or drug formulations
have been shown to present antileishmanial effects; however,
only a few have been tested properly, and even fewer are in the
process to be considered for clinical use [2].

As the current chemotherapy options for these diseases are
not entirely efficient and resistant strains are emerging, other
components of the parasite have been proposed as potential
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targets to confrol the cutaneous or visceral infections; and, one
such target are the proteinases [3].

A pivotal advantage of using proteinases as targets for
leishmaniasis treatment derives from the fact that proteolysis
is a common mechanism of activation or inactivation of
enzymes involved in an array of biclogical processes, such
as digestion, blood clotting, cell differentiation and apoptosis
[4]. Thus, an increasing number of research articles have
become available in the scientific literature that analyze
characteristics of Leishmania proteinases and their roles
during the course of infection, defining those that are
more prominently suitable as drug targets.

In this context, serine proteinases are a topic of great interest
for developing new chemotherapies, and an interesting study
was published recently about the activity of oligopeptidase B
(OPB) inhibitors against Leishmania parasites [5]. This paper
reported relevant information concerning the interactions of
naturally occurring compounds with Leishmania major OPB.
The authors used a structure-based approach to perform a
virtual screening of a large library of compounds and two of
those, COP and TOA, were selected for further analysis by
molecular dynamics simulations. A good binding affinity to
OPB was shown for these compounds, as well as a low toxicity
to human cells, indicating a promising new path for developing
drugs against Leishmania spp.

Using OPB as a target allowed the development of a very
relevant study, but it is important to bear in mind that other
serine proteinases of Leishmania could also be targeted in
similar approaches. At the present time, the genomes of
Leishmania (L.) infantum, Leishmania (V) braziliensis,
Leishmania (L.) mexicana and Leishmania (L.) major, as
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annotated in online databases, harbor 18, 17, 20 and 20 genes
for serine proteinases, respectively. In comparison, only 2
genes encoding OPB have been identified in these species:
in chromosome 9 (OPB) and chromosome 6 (OPB-like) [6].
Thus, these numbers reveal a great diversity of potential new
targets for inhibition studies.

In addition to the importance of considening other senne
proteinases as potential targets, studies by Munday et al. [7]
and Swenerton et al. []] showed that using OPB as a single
target against Leishmania parasites may not be the most
effective strategy. [t was reported that, although knockout of
the OPB gene does cause a defect in the differentiation of L.
(L.) major during experimental infection assays in animals,
this effect is only transient, suggesting that OPB is important
in virulence processes but may play a less relevant role in
pathogenesis of the disease.

As indicated in these studies, the inhibited OPB activity
may be compensated by a second OPB-like enzyme. This
OPB-like enzyme, although exhibiting only low sequence
identity to the OPB, may compensate its activity by
having a similar substrate specificity. Such specificity
may be associated to a conserved amino acid residue,
Glu-621, as well as other important residues composing
the S1 binding site [7].

So, these observations are in agreement with the idea
that targeting a single proteinase, OPB in this case, is not
an appropriate strategy to treat leishmaniasis, even more
so when one considers the complex profile of proteinases
of Leishmania spp. [6]. We advocate that, to develop an
efficient chemotherapy strategy, it is necessary to consid-
er the use of multiple protease inhibitors and eventually
even combine these inhibitors with drugs currently in
use. However, to date, no such combination has been
tested clinically and the only reported use of a combination
of drugs refers to miltefosine associated with amphotericin
B [9].

The concept of a chemotherapy strategy based on a com-
bination of proteinase inhibitors has been applied in the treat-
ment of patients with HIV-1 infection [10]. As for infections
with protozoan parasites, a combined chemotherapy based on
protease inhibitors is still a proposal at the experimental stage
with few empirical data available.

An example of a potential chemotherapy against protozoa
based on inhibition of multiple proteinase activities has
been reported for Plasmodium falciparum [11]. It was
shown that a combination of inhibitors targeting cysteine
proteinases (falcipain) and aspartic proteinases (plasmepsin
I and II) had synergistic effects on blocking this para-
site’s metabolism. Regarding treatment of leishmaniasis,
a study reported the control of infection in laboratory
mice by Leishmania (Leishmania) donovani through the
administration of anticytokine antibody therapy combined
with cystatin inhibitor [12]. Such studies shed light on
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the potential of combined chemotherapies for treating
these diseases, but, at the moment, clinical evidence is
still lacking.

Nevertheless, classical and novel proteinase inhibitors
have been assayed continuously in parasite cultures or
in experimental infection models to assess their potential
antileishmanial effect [3]. Some of the assayed protein-
ase inhibitors that could be potentially used to develop
therapies are listed in Table 1.

Among these compounds, some specific inhibitors against
serine proteinases, such as antipain and leupeptin, have been
assayed on Leishmania parasites. Antipain is an
oligopeptide isolated from actinomycetes and is an in-
hibitor of trypsin and papain [28] while leupeptin is
naturally occurring inhibitor that can affect cysteine-,
serine- and threonine-proteinases [29]. Although these
inhibitors are known to interfere with Leishmania
growth in vitro, they still lack clinical validation.

Our group has been continuously publishing new data
about proteinases of Leishmania spp. [18, 30-34] and
Trypanosoma cruzi [35-37] and their importance in
host—parasite interactions for over a decade. Collectively,
these manuscripts make a relevant contribution to the
search for proteinases that could serve as targets for
developing future leishmaniasis treatments. As conse-
quence, during our ongoing studies, some peculiarities
of proteinases of Leishmania spp., in the context of
potential targets for drugs, have become apparent to us
that could be very useful if considered in other studies in
this same research field.

One of such point of interest is the fact that
Leishmania parasites exhibit variations and fluctuations
in the levels of proteinase expression during different
stages of their life cycle, and, thus, it would be impaor-
tant to target those proteinases expressed at the parasitic
stage that inhabits the vertebrate host when considering
targets for novel drugs.

Another point we observed is that even minor structural
differences in proteinases in the same class can affect their
catalytic site microenvironment, and these variations may
account for the difficulties in developing proteinase inhibitors
that have wide activity against proteinases of the same class in
Leishmania spp.

Therefore, due to all these observations, as well as the
reports that suggest a great variability and importance of
proteinases in these parasites, we reinforce our statement
that only treatments that combine distinct proteinase
inhibitors have the possibility to deliver an effective
antileishmanial therapy. To this end, a deep understand-
ing of the expression modulation of different proteinase
classes, even of distinct isoforms of the same protein-
ase, in Leishmania parasites infecting vertebrate hosts
is required.
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Table 1 Proteinase inhibitors tested in experimental assays againgt Leishmania spp. and against experimental infection with these parasites
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Table 1 (continued)
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