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Leishmania (Viannia) braziliensis, cepa MCAN/BR/1998/R619: 
variabilidade no perfil biológico e expressão gênica de proteases 

RESUMO 

Os parasitos do gênero Leishmania, protozoários veiculados por insetos flebotomíneos e 
responsáveis pelas leishmanioses visceral e tegumentar, se encontram amplamente 
distribuídos pelo mundo. O potencial adaptativo destes protozoários é um reflexo da 
diversidade biológica do gênero Leishmania, em especial a espécie Leishmania (Viannia) 
braziliensis, que se encontra em diversos biomas acometendo diferentes animais e 
vetores de acordo com a região que se encontra. Os estudos biológicos e de expressão 
gênica de fatores de virulência do parasito são importantes para auxiliar na elucidação 
destes mecanismos de adaptação. Portanto este trabalho tem o objetivo de avaliar 
variações biológicas e na expressão de genes de proteinases de L. (V.) braziliensis, cepa 
MCAN/BR/1998/R619 e seus clones. Inicialmente foi realizada uma análise do genoma 
de L. (V.) braziliensis frente aos de L. (L.) infantum, L. (L.) major e L. (L.) mexicana, com 
o propósito de identificar características espécie-específicas que possam contribuir para 
compreender as diferenças fenotípicas ou de virulência entre as espécies estudadas. Foi 
observado que todos os cromossomos das quatro espécies apresentam genes de 
proteases em diferentes quantidades; alto grau de conservação entre os alelos de 
proteases; e as sequências dos genes de proteases dos parasitos não apresentam 
similaridade entre as de genes de proteases de mamíferos. Portanto, a análise 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 único promastigota e avaliados seu comportamento in vitro e o potencial biológico 
destes parasitos na infecção experimental in vitro. A cepa em estudo reúne vários clones 
de parasitos e estas produzem padrões distintos de infecção in vitro de macrófagos de 
camundongos BALB/c; com produção de citocinas no sobrenadante de forma 
heterogênea. Algumas são menos indutoras de IL-1β e IL-6, e as citocinas TNF-α e IL-
12p70, bem como o óxido nítrico, são induzidas de forma equilibrada pelos clones 
estudados. Uma análise de agrupamento permitiu a classificação de dois grupos distintos 
dos clones obtidos neste estudo. O conjunto de dados que mais influenciou para a 
definição destes grupos foi os relativos à infecção em macrófagos peritoneais murinos. 

Isto ressalta a possibilidade de haver outros marcadores, não contemplados neste 
estudo, que influenciam no sucesso da adaptação 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 há maior expressão de 
aspártico e metaloproteinase enquanto que os amastigotas expressam mais metalo e 
serino proteinases. A diversidade da espécie vista entre isolados pôde ser comprovada 
também dentro de uma única cepa. O conjunto de resultados agrupados aqui enfatiza a 
capacidade da L. (V.) braziliensis utilizar a plasticidade de seu genoma para modular seu 
fenótipo e aumentar suas chances de sobrevivência nos hospedeiros. 



ix 

 

 

 

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-1β or IL-6 production, TNF-α, 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 – CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Os parasitos do gênero Leishmania, protozoários veiculados por insetos 

flebotomíneos e responsáveis pelas leishmanioses visceral e tegumentar, se 

encontram amplamente distribuídos pelo mundo. Os dados mais recentes 

apontam um total de 98 países e três territórios endêmicos para a transmissão 

das leishmanioses, totalizando 220 mil casos por ano de leishmaniose tegumentar 

(LT). Os dez países mais afetados, que juntos albergam 70 a 75% dos casos, 

são: Afeganistão, Argélia, Colômbia, Brasil, Irã, Síria, Etiópia, Sudão do Norte, 

Costa Rica e Peru (Alvar et al., 2012). 

A forma tegumentar da leishmaniose no Velho Mundo é conhecida há 

milênios, podemos encontrar referências a ela nos textos bíblicos e em 

manuscritos orientais. O papiro de Ebers, um dos tratados médicos mais antigos 

de aproximadamente 2000 anos a.C, relata uma doença com características 

semelhantes à leishmaniose tegumentar (LT), denominada botão do Nilo 

(Oumeish, 1999). Na Ásia Central a enfermidade era conhecida como “úlcera de 

Balkh”, referência ao nome da cidade de Balkh no Norte do Afeganistão, área de 

alta endemecidade de LT. Outras denominações já foram dadas às lesões típicas 

da doença, tais como “botão de Biskra”, “botão do Oriente”, “úlcera de Baghdad”, 

“úlcera de Delhi”, “úlcera de Ashkabad” entre outros. Comumente eram 

referências ao nome do local onde ocorriam de forma endêmica (Brumpt & 

Pedroso 1913, Grevelink & Lerner, 1996). 

Os primeiros relatos científicos datam de 1903, trata-se da descrição de 

protozoários isolados de uma lesão cutânea de uma criança, 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 revisão de 1925, dos Annaes Brasileiros de Dermatologia e 

Syphilographia, intitulada “Contribuições ao estudo da leishmaniose tegumentar 

no Brasil”, Eduardo Rabello dividiu a história da leishmaniose tegumentar no 

Brasil em três períodos. O primeiro tem a origem incerta e vai até 1895 e 
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corresponde à observação clínica do “botão da Bahia” e sua associação ao “botão 

do Oriente” como era descrita a forma tegumentar no Velho Mundo; o segundo vai 

até 1909 quando o agente etiológico é descrito por Adolpho Lindenberg em São 

Paulo (Lindenberg, 1909) e o terceiro com início em 1910 destaca a associação 

do parasito à forma mucosa devido ao seu achado em lesões deste tipo, até a 

publicação do artigo com a descrição da espécie Leishmania braziliensis por 

Gaspar Vianna, em 1911. (Vale & Furtado, 2005).  

A julgar pelos dados notificados recentemente pelo Ministério da Saúde no 

Brasil, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) apresentou de 1985 a 2005 

uma média de 28.568 novos casos anuais (Ministério da Saúde, 2010), de 2007 a 

2011 a incidência anual foi de 11,3 casos a cada 100 mil habitantes (Data SUS, 

2014) (Figura 1). 

 

Figura 1: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) no Brasil nos últimos 21 anos. O 

gráfico representa a taxa de incidência de LTA entre o ano de 1990 e 2011, número de 

casos por 100.000 habitantes. Os dados para construção deste gráfico foram obtidos na 

página eletrônica do Ministério da Saúde no DATASUS, Informações de Saúde 

(TABNET) no Sistema de Informação de Agravos de Notificação 

(http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?idb2012/d0202.def) pesquisa em 

22/05/2014. 
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1.2 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR – CARACTERÍSTICAS BIOLÓGICAS 

Os protozoários agentes etiológicos da LT possuem ciclo de vida 

heteroxênico, alternando estágios de vida entre hospedeiros mamíferos e 

invertebrados. As principais espécies causadoras da LT no Brasil são: Leishmania 

(Viannia) braziliensis, L. (V.) guyanensis, e Leishmania (Leishmania) 

amazonensis, todas transmitidas por fêmeas de flebotomíneos (Grimaldi et al., 

1989). A L. (V.) braziliensis é o principal agente etiológico da forma mucocutânea 

da doença nas Américas, e o mais frequente agente da LT no Brasil (Rangel & 

Laison, 2003). Sendo uma das afecções dermatológicas que merecem mais 

atenção devido ao risco de causarem deformidades e seu consequente 

envolvimento psicológico refletindo nas áreas social e econômica, já que é 

classificada como uma doença ocupacional (Ministério da Saúde, 2010). 

Nas áreas endêmicas, as leishmanioses demonstram uma distribuição difusa, 

composta por três principais tipos de padrões epidemiológicos: (i) um silvestre, 

onde se apresenta como uma zoonose, que pode acometer o ser humano quando 

em contato com este ambiente; (ii) um ocupacional ou de lazer, associado a áreas 

onde houve derrubada de mata para construção de novos empreendimentos; (iii) 

e um rural e periurbano, em áreas de colonização de matas secundárias ou 

residuais (Ministério da Saúde, 2010). A diversidade dos ciclos de transmissão, 

com diferentes vetores, parasitos e espécies hospedeiras, contribui para a 

complexidade epidemiológica da doença. Entretanto, alterações ambientais 

causadas pelo homem ou por eventos naturais afetam as populações de espécies 

envolvidas influenciando no risco de se contrair a doença (Patz et al., 2000; 

Dujardin et al., 2006).  

Os protozoários do gênero Leishmania se apresentam sob duas formas 

principais: (i) células de 5-15μm, alongadas e com flagelo livre, encontradas no 

tubo digestório do hospedeiro flebotomíneo e denominadas promastigotas; (ii) e 

as amastigotas, células ovoides de 3-5μm, imóveis com pequeno flagelo restrito à 

bolsa flagelar, encontradas no interior de células do hospedeiro mamífero (Bates, 

2008; Kamhawi, 2006). 
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Ambas as formas do parasito podem ser mantidas em laboratório, in vitro, 

utilizando diferentes meios de cultura. O mais comumente empregado para o 

isolamento de parasitos de lesão é o ágar sangue de Novy e McNeal, modificado 

por Nicolle, conhecido como NNN, e suas modificações, os promastigotas são 

mantidos a 24-28ºC (Gontijo & Carvalho, 2003). A obtenção de amastigotas 

também é possível, esta é alcançada com a diferenciação e replicação in vitro 

através de cultura de macrófagos humanos e murinos (Gantt et al., 2001), 

macrófagos 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 dendríticas (Jebbari et al., 2002, Colmenares et al., 2004), 

neutrófilos (Laskay, Zandbergen, Slobach, 2003). Entretanto também é possível o 

cultivo de amastigotas axênicas. Ao mimetizar as condições de pH e temperatura 

ocorridas no meio intracelular, habitat natural das amastigotas de Leishmania, 

pode se induzir as transformações morfológicas do parasito. Estudos 

demonstraram que somente a elevação da temperatura possibilitou as alterações 

morfológicas (Hunter et al., 1982; Darling & Blum, 1987; Bates, 1992), e até 

mesmo alteração no perfil antigênico (Fehniger et al., 1990; Rainey & Spithill, 

1991). Com a estratégia de acidificar o pH do meio de cultura foi possível a 

diferenciação das formas metacíclicas de L. (L.) mexicana em amastigotas (Bates, 

1994). Utilizando tanto a meio de cultura mais ácido, quanto a elevação da 

temperatura para 32ºC foi possível gerar formas amastigotas de L. (L.) 

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

Os vetores das leishmanioses são as fêmeas de insetos pertencentes à 

ordem Diptera, família Psychodidae e subfamília Phlebotominae (Young & 

Duncan, 1994). Estas se infectam quando ingerem as amastigotas, encontradas 

livres no tecido ou em fagolisossomos de macrófagos e outros fagócitos, ao 

realizarem o repasto sanguíneo em um hospedeiro mamífero infectado (Handman 

& Bullen, 2002). No intestino do inseto vetor os parasitos se diferenciam em 

promastigotas procíclicos, que são formas ovoides de flagelo curto, pouco móveis 

(Pimenta et al., 1997; Soares et al., 2005). Estas formas se multiplicam por 

divisão binária, escapam do espaço endoperitófrico (Sádlová & Volf, 2009) e se 

fixam em porções específicas do tubo digestivo, de acordo com o subgênero a 
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que pertençam para evitar que sejam expulsas pela defecação com o bolo 

alimentar (Bates & Rogers, 2004). 

No subgênero Viannia os parasitos se aderem preferencialmente à região 

peripilárica e no subgênero Leishmania à região suprapilárica do intestino do 

inseto vetor (Nieves & Pimenta, 2000). Em uma etapa seguinte, alguns parasitos 

se diferenciam em promastigotas metacíclicos, forma infectante para mamíferos, 

num processo conhecido como metaciclogênese. Estas formas migram para o 

intestino anterior do inseto onde secretam quitinases (Ramalho-Ortigão & Traub-

Cseko, 2003; Ramalho-Ortigão et al. 2005), que causa danos a válvula 

estomodeal do inseto, e PSG (promastigote secreted gel), ambos dificultam o 

processo de sucção sanguínea e, em um próximo repasto, o flebotomíneo 

regurgita o sangue recém ingerido, contaminado com formas promastigotas 

metacíclicos, na pele de um hospedeiro vertebrado levando à continuidade do 

ciclo do protozoário (Bates, 2008; Bates, 2007; Rogers et al., 2002). 

Estudos visando conhecer a quantidade de promastigotas depositados na 

derme do hospedeiro vertebrado por um único flebotomíneo já 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 número de 

parasito transmitido por um único inseto variava de 4 a 4,19x1014 promastigotas 

(Maia et al, 2011). 

Uma vez na derme para sobreviverem e se multiplicarem neste novo 

microambiente, os promastigotas passam por profundas alterações bioquímicas e 

morfológicas (Turco & Descoteaux, 1992). Devem resistir à ação lítica do 

complemento e serem fagocitados por células mononucleares, onde se 

diferenciam em amastigotas que se multiplicam por fissão binária até romperem a 

célula densamente parasitada, infectando novas células e, desta forma, 

perpetuando a infecção (Lodge & Descoteaux, 2005). 

Em recente publicação de um capítulo de livro dedicado aos componentes de 

superfície do parasito e o papel destes na interação parasito-hospedeiro, 
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descrevemos que parasitos do gênero Leishmania possuem um arsenal variado 

de componentes estruturais e funcionais, essenciais para sua adaptação nos 

hospedeiros vertebrados e invertebrados (ANEXO I). De fato, a superfície celular 

desses parasitos representa o primeiro contato com os diferentes microambientes 

dos seus hospedeiros, e os componentes de superfície proporciona o sucesso do 

ciclo biológico da Leishmania spp.  

A camada mais externa da membrana plasmática desses protozoários 

constituída por uma rede entrelaçada de carboidratos ligados covalentemente aos 

lipídeos e proteínas, conhecida como glicocálice, de forma geral, é rico em 

glicosilfosfatidilinositol (glycosylphosphatidylinositol – GPI), lipofosfoglicanos 

(lipophosphoglycan – LPG), glicoinositolfosfolipídeos (glycoinositolphospholipids – 

GIPLs), proteínas e enzimas (Tabela 1). 

Dentre estes componentes de superfície destaca-se o LPG com uma gama de 

atuações no hospedeiro vertebrado e invertebrado, sendo uma vantagem 

adaptativa destes parasitos. A estrutura e a expressão do LPG variam entre as 

diferentes espécies e estágios evolutivos do protozoário, mostrando-se uma 

importante ferramenta na adaptação 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 específica de LPG de amastigota 

desaparece após 48 horas da transformação amastigota-promastigota, enquanto 

durante a transformação promastigota-amastigota, a forma específica de LPG de 

amastigota foi detectada 12 horas após a infecção (Glaser et al., 1991). Em outras 

espécies, como L. (L.) donovani, a forma específica de amastigota não é 

detectada (McConville & Blackwell, 1991). 

O tipo de ancoramento do LPG à superfície da membrana plasmática é 

realizado por um grupamento GPI [1-O-alquil-2-lisofosfatidil(mio)inositol] presente 

em todas as espécies de Leishmania analisadas até o momento (McConville & 

Ralton, 1997; Turco & Descoteaux, 1992). Variações na estrutura do LPG podem 

ser detectadas dentro de uma mesma espécie e entre espécies de Leishmania, 

revelando um polimorfismo dos oligossacarídeos que as constituem, servindo, 

assim, como marcador específico de espécies ou do estágio em que se encontra 
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o parasito, como proposto para L. (L.) mexicana, L. (L.) major, L. (L.) donovani, L. 

(L.) chagasi (Turco & Sacks, 1991; Ilg et al., 1992; Mahoney et al., 1999; Soares 

et al., 2002). O LPG das formas procíclicas de L. (V.) braziliensis foi caracterizado 

por não conter cadeias laterais de açúcares, diferentes das espécies do 

subgênero Leishmania. Essa modificação foi descrita como um novo mecanismo 

na regulação da estrutura do LPG durante a metaciclogênese (Soares et al., 

2005). 

No hospedeiro vertebrado, o LPG é um importante ligante de macrófagos, 

estando diretamente envolvido nas etapas iniciais da infecção. Promastigotas 

lpg1- de L. (L.) major se mostraram altamente suscetíveis à ação do sistema 

complemento, além de terem sido afetados por agentes oxidantes produzidos 

pelas células do hospedeiro e perderem a capacidade de inibir a fusão do 

fagolisossomo (Spath, 2000; Handman & Goding, 1985; Spath et al., 2003). Sabe-

se também que o LPG de Leishmania spp. exerce uma ação inibitória sobre a 

atividade da proteína quinase C (PKC) de macrófagos, favorecendo o 

estabelecimento e manutenção da infecção, uma vez que essa enzima é um 

componente-chave do processo de ativação de tais células (Turco, 1999; 

Delgado-Domínguez et al., 2010). Um estudo avaliando ação de três tipos de LPG 

de L. (L.) infantum indicou que apenas uma variante é capaz de estimular a 

produção de óxido nítrico em macrófagos murinos (Coelho-Finamore et al., 2011). 

Em relação ao sistema complemento, o LPG de promastigotas metacíclicas de 

L.(L.) major inibe a formação do complexo de ataque à membrana em virtude de 

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

Destacam-se também as proteases de superfície com importantes atuações no 

hospedeiro mamífero, como nas funções de macrófagos, e no inseto vetor, como 

proteger os promastigotas da ação de proteases do inseto. E, é cada dia evidente 

o papel das cisteíno-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 superfície de Leishmania spp. e suas 
atuações nos hospedeiros. 

Componentes 
Função 

Hospedeiro Vertebrado Hospedeiro Invertebrado 

LPG Ligante de macrófagos; 
Inibe a atividade da PKC de macrófagos; 
Em metacíclicos: (a) inibe a formação do complexo 
de ataque a membrana; e (b) ativa complemento 
proporcionando a ligação ao macrófago via C3bi; 
Atua na resposta imune inata via células NK e 
células dendríticas através do receptor toll-like 2 e 
pelo aumento de INF-ϒ e TNF-α 

Fixa promastigotas 
procíclicas ao epitélio 
intestinal 

GIPLs Inibe síntese de óxido nítrico em macrófagos; 
Inibe atividade de PKC; 
Influencia a taxa de infecção de macrófagos; 

FNd 

Proteínas e enzimas:   

KMP-11 Imunomodulação  FNd 

HASP Imunomodulação FNd 

Amastina Invasão e multiplicação intracelular FNd 

Receptor de adenil 
ciclase 

Indução de mudança de estágio de promastigota a 
amastigota 

Induz a mudança de 
estágio de amastigota a 
promastigota 

gp46/M-2 FNd FNd 

PPG mPPG - Ligante de receptores de macrófagos mPPG - ligante de células 
do tubo digestório 

 aPPG - contribuir para manutenção do vacúolo 
parasitóforo 

FNd 

 aPPG - ativa complemento via proteína ligadora de 
manose 

FNd 

 FNd fPPG – dificulta ingestão 
de alimento do flebótomo; 

AcPs MAcPs/SAcPs - interferem na produção de 
metabólitos oxidativos (H2O2, OH

-
, O

2-
) 

Idem 

3'-nucleotidase e 5'-
nucleotidase 

Papel nutricional – hidrólise de nucleotídeos a 
ácidos nucléicos (3'-AMP e 5'-AMP) 

Idem 

Ca
2+

- ATPase Manutenção dos níveis de Ca
2+

 citoplasmático e do 
fagossomo; 

Manutenção dos níveis de 
Ca

2+
 citoplasmático 

Mg
2+

- ATPases Função de bomba de extrusão de H
+
; 

Acumulação de glicose e potássio 
Pré-adaptação dos promastigotas no macrófago 

FNd 

Metaloproteinase Hidrólise e inativação de imunoglobulinas G; 
Inativação do fator C3b em C3bi do complemento; 
Adesão e interiorização nos macrófagos 

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

Cisteína proteinase Imunorregulador na leishmaniose cutânea: com 
atividade enzimática sobre componentes do 
sistema imune e pela atuação da região C-terminal 
na indução resposta Th2. 

FNd 

PLH Ligação dos promastigotas aos macrófagos Ligação dos promastigotas 
ao trato digestório de 
flebótomos; 

FNd – função não determinada
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As glicoproteínas de superfície do parasito estão envolvidas no processo de 

ligação com os receptores da célula hospedeira, sendo a glicoproteína 63 (gp63) 

e o LPG maiores glicoconjugados envolvidos no processo (Murray et al., 2005). 

Embora não possua um mecanismo ativo de entrada na célula, o parasito se 

utiliza desses ligantes de superfície, sendo fagocitados por meio de endocitose 

mediada por receptores (Alexander, Satoskar, Russell, 1999). Estudos 

demonstram que os polimorfonucleares (PMN) são os primeiros leucócitos a 

chegarem ao sítio de infecção, fagocitando os parasitos; os macrófagos são 

capazes de fagocitar PMN infectados, portanto as Leishmania spp. utilizariam os 

granulócitos como “cavalos de Tróia” para entrarem nas células hospedeiras de 

forma “silenciosa” (van Zandbergen et al., 2004; Laskay , Zandbergen , Solbach, 

2008). Estudos in vivo de lesão experimental demonstraram a presença de 

parasitos degradados no interior de neutrófilos que não pertenciam ao infiltrado 

celular inicial (Andrade et al.,1984; Beil et al.,1992). Há evidência, mesmo que 

indireta da destruição de parasitos por neutrófilos devido ao grande número de 

parasitos lisados observados no espaço extracelular entre debris de neutrófilos e 

leucócitos (Pompeu et al.,1991). Ribeiro-Gomes e Sacks (2012) sugerem que a 

influência da resposta dos neutrófilos no resultado da infecção depende 

principalmente do tempo do recrutamento e ambiente tecidual onde ocorre. 

Dependendo do estágio e espécie, estes parasitos podem se evadir da 

resposta inata, remodelar compartimentos intracelulares e vias metabólicas e 

prejudicar ações de macrófagos e células dendríticas (McMahon-Pratt & 

Alexander, 2004). 

As estratégias do parasito para invadir as células hospedeiras e manter-se 

neste ambiente hostil são eficientes e caracterizam o seu sucesso adaptativo. 

Somente uma resposta celular efetiva seria capaz de combater o parasito, com a 

ativação de linfócitos T CD4+ capazes de ativar a função leishmanicida de 

macrófagos e monócitos. A ativação, ou não, da função leishmanicida dos 

macrófagos durante a infecção por Leishmania sp é um delicado equilíbrio na 

relação parasito hospedeiro, onde a diferenciação de subpopulações de células T 

CD4+, linfócitos T helper 1 (Th1), linfócitos T helper 2 (Th2) dependem de 

citocinas presentes no microambiente durante a ativação de células T CD4+ não 
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primados. Dependendo deste balanço de citocinas, moléculas co-estimulatórias, 

genética do hospedeiro e estímulos antigênicos (Ettinger et al., 2009; Blackwell et 

al., 2009; Kaye & Scott, 2011), as células T se diferenciam em determinada 

subpopulações Th e produzem um painel de citocinas. Estas, por sua vez, agem 

nos macrófagos hospedeiros e os preparam para serem efetivos ou não contra 

Leishmania (Gollob, Viana, Dutra, 2014). 

O uso de linhagens de camundongos resistentes e suscetíveis à leishmaniose 

é bastante importante como modelo para avaliação e compreensão da 

polarização das respostas imunológicas Th1 e Th2 (Tacchini-Cottier, Weinkopff , 

Launois, 2012). As linhagens inbred utilizadas, incluindo os camundongos 

BALB/c, em geral são resistentes à infecção por L. (V.) braziliensis. Atualmente é 

estabelecido que o hamster é um modelo apropriado para estudos da 

imunopatogênese da leishmaniose tegumentar causada por L. (V.) braziliensis 

justificando seu uso em protocolos que envolvem avaliações clínicas, 

desenvolvimento de vacinas e quimioterapia (Martinez et al., 2000; Gomes-Silva 

et al., 2013). Entretanto, estudos que utilizam diferentes vias de inoculação 

demonstram que estratégias deste tipo podem variar o grau de suscetibilidade 

das diversas linhagens de camundongos às espécies do subgênero Viannia (de 

Moura et al., 2005). 

Durante a infecção por Leishmania spp. o lipopolissacarídeo (LPS) e IFN- 

podem promover a ativação clássica de macrófagos. Uma vez ativados estas 

células passam a produzir mais IL-12 e IL-23 e menos IL-10, uma citocina anti-

inflamatória. Os macrófagos são capazes de produzir moléculas efetoras, como 

espécies reativas de oxigênio e óxido nítrico, citocinas inflamatórias, como IL-1, 

TNF-, IL-6. Quando ativados se comportam como indutores de resposta 

imunológica celular, promovendo diferenciação de linfócitos Th1, e mediando 

resistência de patógenos intracelulares e células tumorais (Raes et al., 2007). 

A resistência ou suscetibilidade às leishmanioses tem sido associada ao 

balanço entre as respostas celular e humoral (Belosevic et al., 1989). Vários 

estudos com L. (L.) major utilizando camundongos BALB/c e C57/BL6 como 

modelos de infecção têm demonstrado que um prognóstico associado à resposta 

que é predominantemente Th1 é determinado pela produção de citocinas IL-12 e 
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TNF-. A suscetibilidade a manifestações mais sérias da doença estão 

associadas à ativação de linfócitos Th2 e está baseada na produção de citocinas 

anti-inflamatórias IL-4 e IL-10 (Bogdan et al., 1996; Launois et al., 1998; Sacks & 

Noben-Trauth, 2002; Mansueto et al., 2007). Já em L. (V.) braziliensis, outro 

quadro é observado. Uma resposta Th1 exacerbada (hiperergia) pode ser vista e 

promove um aumento do dano tecidual próximo a regiões onde há altos níveis de 

antígenos de parasitos. Esta observação é característica da forma mucosa da 

doença que é associada a altos níveis de IFN- e TNF- (Cavalho et al., 1985; 

Da-Cruz et al., 1996; Ribeiro-de-Jesus et al., 1998; Amato et al., 2003) e uma 

regulação deficiente relacionada à baixa produção de IL-10 (Bacellar et al., 2002) 

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

1.3 Leishmania (Viannia) braziliensis 

A Leishmania (Viannia) braziliensis é a espécie na qual o presente estudo 

está 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 

classificação taxonômica é 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 

Família: Trypanosomatidae Doflein, 1951 

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

Gênero: Leishmania 

Subgênero: Viannia (Laison and Shaw, 1987). 

Espécie: Leishmania  braziliensis Vianna, 1911emend. Matta, 1916. 
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Esta espécie é o agente mais importante de LT nas Américas, os limites de 

ocorrência são ao Norte, América Central e ao Sul, o norte da Argentina, incluindo 

todos estados do Brasil. Acomete diversas ordens de mamíferos, incluindo 

roedores, canídeos, felídeos, equídeos e o homem (Ministério da Saúde, 2010). 

Pequenos mamíferos silvestres já tiveram a infecção natural comprovada como 

Oryzomys capito (Forattini et al., 1973) Bolomys lasiurus, Nectomys squamipes 

(Brandão-Filho et al., 2003), Oryzomys subflavus (Oliveira et al., 2005), Dideplphis 

albiventris (Brandão-Filho et al., 2003; Schallig et al., 2007), além do Rattus rattus 

(Alencar, Pessoa, Fontenele, 1960, Brandão-Filho et al., 2003, Oliveira et al., 

2005). 

Quanto aos seus vetores, diversos flebotomíneos são incriminados como 

vetores da L. (V.) braziliensis (Ministério da Saúde, 2010), no entanto somente 

Psychodopygus wellcomei tem a competência vetorial comprovada (Ryan et al., 

1987). Para serem considerados vetores devem obedecer a alguns critérios 

como: antropofilia, infecção natural pelo parasito ou quando os parasitos 

identificados são do subgênero Viannia, sendo que todos estes devem estar 

associados a áreas onde há ocorrência 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 infecção por L. (V.) braziliensis apresenta um período de incubação que 

pode variar de duas semanas a vários meses e as lesões cutâneas constituem 

úlceras rasas, circulares, com bordas elevadas e bem definidas e com assoalho 

da úlcera de aspecto granular. Nas infecções pela L. (V). braziliensis, a 

linfadenopatia regional geralmente precede o surgimento de ulcerações por uma a 

doze semanas (Gontijo & Carvalho, 2003). 

As formas clínicas de leishmaniose mais comuns causadas por L. (V.) 

braziliensis incluem a cutânea localizada, a forma mucosa e a disseminada. É 

importante distinguir a forma disseminada da forma localizada com múltiplas 

lesões, nesta última os pacientes apresentam lesões que aparecem em diferentes 

épocas da infecção. Já na forma disseminada apresentam uma úlcera 

inicialmente isolada, que dentro de poucos dias se desenvolve para mais de cem 
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lesões que podem ser, pápulas, úlceras, acneiformes ou nodulares. (Carvalho et 

al., 1994; Turetz et al., 2002; Guimarães et al., 2009). O diagnóstico definitivo 

depende do encontro e identificação de amastigotas em tecido ou promastigotas 

em meio de cultura (Gontijo & Carvalho, 2003), entretanto na prática clínica nem 

sempre é possível. 

Até a década de 1950 a expansão da LTA por todo Brasil foi associada a 

grandes desmatamentos para a construção de estradas, moradias, indústrias, a 

partir de 1960 o que se viu foi a diminuição no número de casos. Entretanto novos 

casos eram sempre observados, em áreas de colonização antiga. A partir da 

década 1980 a incidência voltou a crescer em áreas de novos desmatamentos 

(Vale & Furtado, 2005). 

Atualmente pacientes que não exercem atividades ligadas à agricultura e não 

residem em áreas rurais vem sendo mais frequentemente afetados que 

antigamente, o que demonstra o crescente processo de adaptação dos vetores ao 

peridomicílio e a áreas periurbanas (Jimarnus et al., 2012). 

1.4 Organização do genoma e variabilidade genética de Leishmania spp. 

A regulação da expressão gênica é um mecanismo fundamental para o 

desenvolvimento, homeostase, e adaptação ao meio ambiente de qualquer célula. 

Nos eucariotos em geral, cada etapa deste processo envolve pontos que podem 

ser controlados, conhecidos como pontos de regulação, estes incluem alteração 

estrutural da cromatina, transcrição do DNA em RNA, processamento do 

transcrito, transporte do transcrito ao citoplasma e tradução do RNA mensageiro 

(mRNA) em proteína. Investigações recentes da expressão gênica em 

tripanosomatídeos apontam que estes organismos possuem a mesma maquinaria 

empregada para eucariotos superiores para o controle da expressão gênica, em 

níveis transcricionais, pós-trasncricionais e epigenéticos, entretanto eles contêm 

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

A transcrição, processo pelo qual uma molécula de RNA é sintetizada de um 

molde de DNA, pode ser divido em três etapas: iniciação, alongamento da cadeia 

de RNA e término. Dentre estes o primeiro é o passo que mais sofre regulação e 

para que ocorra é necessário que um complexo de proteínas, os fatores de 
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transcrição, se liguem ao DNA através de promotores. Em metazoários, vários 

elementos recrutam componentes do complexo de preiniciação da transcrição que 

facilitam o posicionamento e montagem da RNA polimerase II aos promotores 

(RNA pol II) (Gomez et al., 2010). 

Leishmania spp, assim como todos os demais tripanosomatídeos possuem 

mecanismos de transcrição peculiares entre os eucariotos uma vez que não 

apresentam em cada gene um sítio definido de ligação da RNA pol II (Myler et al., 

1999; Monnerat et al., 2004). O genoma destes protozoários é organizado em 

grandes unidades policistrônicas, estruturas contínuas de transcrição em tandem 

(Tschudi & Ullu, 1988; Gomez et al., 2010). Os genes são usualmente separados 

por algumas poucas centenas de pares de base e salvo raras exceções, não 

contém íntrons (Berriman et al., 2005; Peacock et al., 2007), de forma que a 

transcrição 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 é que a RNA pol II tem uma especificidade baixa em 

tripanosomatídeos e a transcrição pode iniciar indiscriminadamente em qualquer 

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

Os demais eucariotos se utilizam de mecanismos de expressão que 

aumentam ou diminuem a taxa de transcrição, no entanto a ausência das 

sequências promotoras de RNA pol II nos tripanosomatídeos os levou a 

apresentar a regulação da expressão gênica em outros níveis como na maturação 

do mRNA (poliadenilação e “trans-splicing”) ou na estabilidade de seus mRNAs 

(Flinn & Smith, 1992). Sequências nas regiões não transcritas 5’ e 3’ UTR da fase 

aberta de leitura (ORF) podem controlar a sinalização para a degradação do 

mRNA, controlando assim a quantidade de mRNA disponível (Clayton & Shapira, 

2007). 

Pode-se considerar que o genoma de Leishmania spp. é expresso 

constitutivamente com um número limitado de genes estágio-específicos 

(Papadopoulou et al., 2003; Cohen-Freue et al., 2007). Estudos de genômica 

comparativa demonstram alta sintenia entre espécies de Leishmania, o que se 

caracteriza pela conservação 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 conservação desta característica foi objetivo de estudo neste trabalho de 

tese para os genes de proteases (ANEXOIII). 

Nos últimos 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 fusão 

que ocorreram entre os cromossomos 20 e 34 (Britto et al., 1998; Peacock et al. 

2007). 

Tabela 2: Informações quantitativas do genoma de Leishmania spp. 

Espécie Cromossomos Genes Proteínas 

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 análise. 

Estudos de taxonomia de isolados de Leishmania spp. apontam grande 

diversidade e também heterogeneidade entre diferentes populações e o que 

subgênero Viannia parece ser monofilético (Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1994; 

Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1997). Utilizando a técnica de tipagem da região 

intergênica, o mesmo grupo observou diferentes padrões do subgênero Viannia 

(Cupolillo et al., 1995). E em outro trabalho utilizando esta técnica associada à 

análise 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 diferenças entre cepas 

do Pará e Minas Gerais, as primeiras apresentando grande variabilidade genética 

e as últimas mostrando-se mais homogêneas. 
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É considerado que para os tripanosomatídeos a reprodução seja 

predominantemente clonal sendo, em um ambiente sobre condições ideais, um 

mecanismo de propagação exponencial dos parasitos. Entretanto em situações 

de estresse, a troca de material genético seria importante para a geração de 

novos fenótipos, alguns com vantagem seletiva e subsequente expansão dos 

parasitos numa dada população, contribuindo para diversidade fenotípica em 

populações naturais (Miles et al., 2009). 

Evidências de recombinação genética foram identificadas entre populações 

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). Já em condições experimentais foi possível observar a 

existência de um ciclo sexual de L. (L.) major (Akopyants et al., 2009), e a 

presença de indivíduos híbridos de L. (L.) donovani (Sadovlá et al., 2011), no trato 

digestório do inseto vetor. 

Mesmo para espécies onde são claras as evidências de troca de material 

genético, há dados indicando que a propagação evolutiva clonal deve ter sido o 

modo predominante nessas linhagens (Tibayrenc & Ayala, 1999). A teoria clonal 

de 1990 (Tibayrenc, Kjellberg, Ayala, 1990), não diz que o “sexo” entre os 

protozoários parasitos está ausente em espécies basicamente clonais. A teoria 

propõe que a troca de material genético ocorre, entretanto numa frequência tão 

baixa que impossibilita a quebra do padrão de população clonal predominante 

(Tibayrenc & Ayala, 2002). 

Muitos parasitos têm estratégias reprodutivas bastantes complexas e 

dependendo da situação pode ser vantajoso ter os dois tipos de reprodução. A 

sexual, que de forma rápida gera variabilidade genética, ou a propagação clonal, 

que estabiliza de forma bem sucedida genótipos multilocus, entretanto há 

limitações, uma vez que não tem sido demonstrado que estas estratégias são tão 

flexíveis ou dirigidas por pressões do ambiente (Levin, Lipsitch & Bonhoeffer, 

1999). 
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1.5. Proteinases como fatores de virulência 

O envolvimento de diversos componentes do parasito na sua sobrevivência 

no interior de células do hospedeiro mamífero é confirmado através de dados 

obtidos de análises biológicas de pacientes e de ensaios com modelos animais, a 

esses componentes damos o nome de fatores de virulência. Dentre eles se 

destacam as proteinases, uma vez que são enzimas que hidrolisam ligações 

peptídicas e, portanto degradam proteínas e peptídeos que participam de diversas 

funções biológicas, incluindo o processo infeccioso (Tabela 3). Estas enzimas 

ocorrem em variados sistemas biológicos e têm funções que vão desde a 

digestão de proteínas para fins nutritivos a refinados controles de funções de 

proteína hidrolisando ligações peptídicas específicas em determinados substratos 

(Barret, 1994). 

De forma geral, as peptidases microbianas, nome mais geral dado a esta 

classe de enzimas, são classificadas em vários grupos de acordo com as 

características físico-químicas, tais como: e atividade ótima em pH alcalino, ácido 

ou neutro, tipo de reação catalisada, natureza química do sítio catalítico e relação 

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

Já o termo proteinases se refere a uma subdivisão de peptidases que são as 

endopeptidases. Estas clivam ligações peptídicas internas da molécula de 

proteína e não nas porções externas amino- ou carboxi- terminais, sendo este tipo 

de enzimas denominadas exopeptidases. Portanto o termo in de proteinase vem 

da língua 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 são então classificadas quanto ao aminoácido liberado na 

catálise e natureza do sítio catalítico, como são subdivididas em serina- (EC 

3.4.21.), cisteína- (EC 3.4.22), aspártico- (EC 3.4.23), metalo- (EC 3.4.24) e 

treonina-peptidases (EC 3.4.25) (Rawllings, Barret, Bateman, 2010). 

Há um banco de dados disponível online, o MEROPS, que apresenta um 

sistema de classificação e nomenclatura para as peptidases e seus inibidores. 

Nele as enzimas estão agrupadas levando-se em conta a homologia na 

sequência de aminoácidos, as famílias de acordo com a ancestralidade são 
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agrupadas em clãs, estes de acordo com a estrutura terciária das peptidases 

(Rawlings, Barrett, Bateman, 2012). 

Recentemente revisamos estudos que exploram o papel das proteinases 

como fatores de virulência que promovem a sobrevivência do parasito e 

imunomodulação do hospedeiro mamífero, além do envolvimento direto de 

proteinases do hospedeiro na evolução da lesão. Os dados reunidos nesta 

revisão demonstram que proteinases do parasito, como também do hospedeiro, 

estão envolvidas na manifestação clínica das leishmanioses (ANEXO II). É 

interessante notar que apesar da maioria das classes de proteinases estarem 

presentes em Leishmania spp., somente cisteína- 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 invasão 

tecidual, sobrevivência nos macrófagos e imunomodulação dos parasitos. 

Portanto este apanhado, resumido na Tabela 3, reforça a importância das 

proteinases de Leishmania, que são candidatos interessantes para novas quimio- 

e imunoterapia. 

Após a publicação da nossa revisão (ANEXO III) novos estudos relacionando 

as proteases como importantes agentes na relação parasito-hospedeiro foram 

publicados. Dentre eles, um que foi o primeiro a estabelecer cultura 3D de 

promastigotas de L. (L.) amazonensis e demonstrar que os parasitos interagem 

com fibras de colágeno do tipo I remodelando a organização destas em matriz 3D. 

Na presença de macrófagos também foi possível observar o que eles chamam de 

invasão trans-matriz. O estudo ainda conclui que pelo menos duas classes de 

proteases, metalo e cisteína-proteases, estão envolvidas na degradação das 

fibras, uma vez que o tratamento com inibidores de proteases reduziu 

significativamente a invasão e a migração do parasito através da matriz 

(Petropolis et al., 2014). 

A importância da cisteína-protease B (CPB) de Leishmania para infectividade 

e sobrevivência do parasito no hospedeiro vertebrado foi mais uma vez apontada 

por um estudo. Nele, os autores investigaram a influência da heparina, importante 

ligante para internalização de patógenos, na atividade de cisteína-protease de L. 
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(L.) mexicana. E demonstraram que, de acordo com a concentração, a heparina 

pode estimular ou antagonizar a atividade da CPB durante a infecção, sugerindo 

que este glicosaminoglicano pode ancorar a CPB à superfície das células do 

hospedeiro (Judice et al., 2013). 

Já outro trabalho, analisando genes de algumas proteases como fatores de 

virulência, 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 monócitos e macrófagos humanos. 

E observou que múltiplas passagens in vitro levam à perda de infectividade do 

parasito e consequentemente a alterações na interação célula-hospedeiro. Com 

ensaios de expressão gênica foi verificado uma diminuição de genes de proteases 

como: gp63, cisteína peptidase C, cisteína peptidase B e B2. Além disso, o 

isolado avirulento não foi capaz de se transformar em amastigotas no interior de 

macrófagos e monócitos e ao contrário da forma virulenta, não aumentou a 

expressão de citocinas associadas à resposta Th2 (Ali et al., 2013). 

Outro estudo comprovou que a ausência da metaloproteases gp63 altera o 

conteúdo proteico de exossomos de Leishmania. Os exossomos são vesículas 

secretadas por vários microrganismos eucariotos em rotas não convencionais de 

secreção de proteínas citosólicas, membranares, bem como em RNA. Estudos 

anteriores sugerem uma ação imunomoduladora de exossomos de Leishmania 

sobre macrófagos (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 

possível observar que o exossomo de Leishmania é capaz de modular proteína 

tirosina fosfatase (PTP) e fatores de transcrição de macrófagos de forma 

dependente de gp63. O que confirma a hipótese de que a gp63 tem importante 

papel em guiar a resposta inflamatória durante a infecção recente. Também foi 

observado que o conteúdo proteico dos exossomos dos parasitos que não 

possuíam gp63 é bastante alterado, o que sugere uma função da gp63 na seleção 

das proteínas exossomais (Hassani et al., 2014). 



36 

 

Tabela 3: Ações imunológicas das proteinases no sistema imunológico mamífero que dirigem as manifestações clínicas das 
leishmanioses 

Classe de 
Proteinase 

Espécie Atividade no hospedeiro mamífero Referência 

C
is

te
ín

a 
p

ro
te

in
as

e 

CPA L. (L.) donovani Relacionado à infectividade de células de mamífero in vitro; Denise et al, 2006 

CPB 

L. (L.) mexicana 

Associada ao perfil Th2 em camundongos BALB/c: induzindo lesões; produção de IL-4 e 
IL-5; inibição da produção de IL-12 pela clivagem de NF-κB; inibição da produção de NO 
pela clivagem de STAT-1 e transcrição de fatores de AP-1. 
Associada ao perfil Th1 em camundongos C3HeB/FeJ e C57BL/6: expressão de citocinas 
associadas à resposta Th1; 

Mottram et al. 2004; 
Alexander J et al. 1998; 
Denise et al. 2003; 
Alexander J et al. 2003; 
Weinheber et al. 1998; 
Bennett et al. 2001; 
Cameron et al. 2004; 
Abu-Dayyeh et al. 
2010; Pollock et al. 
2003 

L. (L.) amazonensis 

Associado à clivagem de moléculas de MHC de classe II em camundongos; 
Epítopos da extensão COOH-terminal de CPB modulam a infecção em camundongos 
BALB/c e CBA: induzem citocinas relacionadas às respostas Th1 or Th2; estimulam 
linfócitos T CD8+; 

De Souza Leao et al. 
1995; Alves et al. 2004; 
Pereira et al. 2011; 

L. (L.) pifanoi 
Reduz o percentual de macrófagos murinos infectados quando os parasitos são 
tratados com anticorpos anti-extensão C-terminal; 

Marín-Villa et al. 2008 

L. (L.) chagasi 

Associada ao perfil Th1 em pacientes assintomáticos: produção de IFN-γ em cultura de 
células; 
Relacionada aos perfis Th1 and Th2 em células de pacientes humanos e cães 
sintomáticos: produção de IFN-γ, IL-4 e IL-10 em cultura de células; 

da Costa Pinheiro et al. 
2005 

CPC 
L. (L.) mexicana Contribui na resistência à ação microbicida de macrófagos; 

Frame MJ et al. 2000; 
Bart et al 1997; 
Mottran et al. 1998 

L. (L.) chagasi Induz expressão de TGF-β cultura de células humanas; Somanna et al 2002 
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Continuação Tabela 3: Ações imunológicas das proteinases no sistema imunológico mamífero que dirigem as manifestações 
clínicas das leishmanioses 

Classe de 
Proteinase 

Espécie Atividade no hospedeiro mamífero Referência 

M
et

al
o

p
ro

te
in

as
es

 

M8 

Leishmania spp 

Relacionada à hidrólise e inativação de imunoglobulina G; Inativação do fator C3b factor do 
complemento C3bi; Adesão e internalização em macrófagos; A diminuição da expressão de 
gp63 induz o perfil Th1 em camundongos; cliva NF-κB previne a expressão de IL-12 e iNOS em 
camundongos; 

Yao et al. 2003; Yao 
2010; Thiakaki et al 
2006; Gregory et al. 
2008 

L. (L.) major Associada à proliferação de células NK humanas; 
Lieke et al. 2008; Hey 
et al. 1994 

L. (L.) mexicana 
Em macrófagos murinos de medula óssea, interfere na sinalização de cascata e afeta fatores de 
transcrição, pela clivagem de c-Jun, do componente central de AP-1; Altera sinalização de 
macrófago através da clivagem e ativação da proteína tirosina fosfatase; 

Contreras et al. 2010 

Se
ri

n
a 

p
ro

te
in

as
es

 

OPB 

L. (L.) donovani Facilita infecção de macrófagos murinos; 
Swenerton et al. 2011 
e 2010 

L. (L.) 
amazonensis 

Relacionado à manutenção da infecção em macrófagos murinos; Pinheiro et al. 2005 

Aspartyl 
proteinases 

Leishmania spp Até o presente não há ações imunológicas relevantes descritas. - 
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Este trabalho é o primeiro a testar a hipótese de que um mesmo isolado de 

Leishmania (V.) braziliensis não é homogêneo quanto: à expressão de suas 

proteinases, ao comportamento em cultura e à infecção de macrófagos murinos. 

Assim, nossa intenção é contribuir para o conhecimento da modulação da biologia 

da L. (V.) braziliensis através de estudos biológicos e moleculares que subsidiem 

a hipótese da heterogeneidade biológica na cepa MCAN/BR/98/R619, 

denominada Thor.  
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2.1. Objetivo geral: 

Agregar novos conhecimentos sobre variações no comportamento biológico da 

Leishmania (Viannia) braziliensis, tendo como foco a cepa MCAN/BR/1998/R619, 

sobre a variabilidade da expressão de genes de virulência deste parasito. 

2.2. Objetivos específicos: 

 Analisar a organização genômica 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 

único promastigota e avaliar o comportamento in vitro e o potencial biológico 

destes parasitos na infecção experimental in vitro. 

 Examinar a expressão de mRNA das principais classes de proteinases nos  

clones obtidos de um único promastigota; bem como nos amastigotas obtidos 

a partir da transformação de promastigotas, in vitro. 

 Avaliar o potencial dos clones da cepa MCAN/BR/1998/R619 de modular a 

expressão de citocinas e óxido nítrico durante a infecção de macrófagos 

peritoneais de camundongo. 
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3.MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1 Estudos in silico das proteases de Leishmania (Viannia) braziliensis. 

Nesta etapa foi feito um levantamento das sequências 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, aspártico protease, 

cysteine protease, metallo protease e serine protease. Posteriormente cada 

sequência de proteína encontrada foi submetida ao programa BLAST (basic 

alignment search tool) com o objetivo de encontrar proteases não 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 

detecção de infecção em cães clinicamente suspeitos para LTA que residiam em 

áreas de loteamentos recentemente implantados no Município de Maricá - RJ, 

próximo da mata residual (Serra da Tiririca). O parasito foi isolado a partir da 

cultura de fragmentos obtidos de lesão ulcerada, localizada na bolsa escrotal de 

um cão da raça dinamarquês proveniente do bairro Itaipuaçu. O isolado foi 

caracterizado por isoenzimas apresentando padrão típico de L. (V.) braziliensis 

(Serra et al., 2003). 

Os protozoários eram mantidos em meio semi-sólido NNN a 28o C e a 

ampliação dos mesmos ocorreram em meio Schneider pH 7,2 suplementado com 

10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de urina humana mantido a 28oC. 

3.3 Obtenção de clones por citometria de fluxo 

Para a obtenção precisa dos parasitos, cerca de 2,6 x 107 promastigotas da 

cepa Thor foram previamente lavados três vezes (3.000xg, 15min, 4oC) em salina 

tamponada por fosfato (PBS) pH 7,2. Após as lavagens, os promastigotas foram 

purificados (1 promastigota/poço) em placas de 96 poços com fundo liso, 

contendo 200µL/poço de meio Schneider pH 7,2 (suplementado com 10 % de 
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(SFB), 200UI de penicilina, 200μg/mL de estreptomicina e 2% de urina), através 

de um citômetro de fluxo EPICS ALTRA Cell Sorter (Beckman Coulter, FL, EUA), 

na Plataforma de Citometria de Fluxo, PDTIS/Fiocruz. Os promastigotas assim 

obtidos serão incubados a 26 oC e a propagação dos parasitos foi acompanhada 

por microscopia. Após a proliferação parasitária as culturas foram processadas 

para extração de mRNA dos parasitos e mantidas a -70oC até o momento de uso. 

3.4 Isolamento de macrófagos peritoneais de camundongos 

Para obtenção de macrófagos 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 líquido foi aspirado e as células recuperadas após centrifugação 

(2000 xg, 5 minutos, 4°C) em meio RPMI 1640, contendo 5% de SFB. 

Posteriormente, cerca de 4x105 0,5mL-1 foram incubadas (2 horas, 37 oC) em 

placas de cultura (Lab-Tek) de 8 poços, em estufa incubadora de CO2 utilizando 

atmosfera de 5% de CO2. Após este período as células não aderentes foram 

removidas por lavagens das placas de cultura com meio RPMI 1640. 

3.5 Infecção experimental em macrófagos peritoneais 

Para a avaliação da infecção in vitro de macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c, as células foram infectadas com promastigotas (na fase 

estacionária) na proporção de 5:1 (parasitos:célula). Após a interação 

parasitos/células (2 horas, 37oC) as placas foram lavadas e meio novo foi 

adicionado contendo 10% de SFB. Os experimentos foram realizados em 

triplicata, seguindo o seguinte esquema: 1. Macrófagos (controle da viabilidade 

celular) e 2. Macrófagos infectados com parasitos. As placas foram retiradas após 

24, 48 e 72 horas de experimento, coradas por panóptico rápido e observadas ao 

microscópio óptico. O percentual de infecção e o número de parasitos/célula, foi 

determinado pela contagem de 100 macrófagos/lamínula. O índice endocítico foi 

obtido através da seguinte fórmula:  

Índice endocítico = % macrófagos infectados x (amastigota / macrófagos 

infectados) 
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3.6 Estratégia para diferenciação dos parasitos in vitro 

A diferenciação in vitro iniciou com o cultivo de 106 promastigotas/mL em fase 

logarítmica (log) de crescimento em meio Schneider, pH 7,2 (suplementado com 

20 % SFB, 200 UI de penicilina, 200μg/mL de estreptomicina e 2% de urina) a 

26 oC. Em seguida 106 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 UI de penicilina, 200 μg/mL de 

estreptomicina e 2% de urina) à 26 oC. Quando os parasitos atingiram a fase 

estacionária de crescimento foram submetidos a choque de temperatura, onde 

106 promastigotas/mL foram cultivados em meio Schneider, pH 7,2 (suplementado 

com 20 % de SFB, 200 UI de penicilina, 200μg/mL de estreptomicina e 2 % de 

urina) a 32 oC. A transformação foi acompanhada por microscopia e quando 

atingiam a forma amastigota foram processadas para extração de mRNA, e 

mantidas a -70 oC até o momento de uso. 

3.7 Avaliação da expressão de citocinas por macrófagos peritoneais de 

camundongos 

Os níveis de expressão de citocinas em sobrenadante de culturas de 

macrófagos peritoneais de camundongo foram avaliados através de kits 

comerciais da linha ProcartaPlex™ Multiplex Immunoassays (Affymetrix, 

eBioscience, Austria) para a dosagem de: IL-1β, IL-6, IL-12p70, e TNF-, 

conforme as instruções do fabricante. Brevemente, microesferas recobertas por 

anticorpos para cada citocina a ser testada, foram plaqueadas em placa de 96 

poços com filtro no fundo de cada poço. Após plaqueamento de cada microsfera a 

placa foi lavada utilizando um sistema a vácuo. Os sobrenadantes de cultura de 

macrófago a serem testadas, a curva padrão em duplicata e os controles 

negativos da reação foram plaqueados seguido de incubação por 2h a 

temperatura ambiente em agitador orbital. Após lavagens, foram adicionados 

anticorpos de detecção biotinilados em cada poço, seguido de incubação por 

30min a temperatura ambiente em agitador orbital. Após lavagens foi adicionado 

estreptavidina conjugada à ficoeritrina em cada poço seguido de incubação por 

30min em agitador orbital. Após lavagens as microesferas foram ressuspendidas 

em tampão adequado seguido de incubação 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 concentrações de 

citocinas foram expressas em pg/ml. 

3.8 Avaliação da expressão de óxido nítrico por macrófagos peritoneais de 

camundongos 

Para a estimativa de produção de óxido nítrico, utilizou-se a dosagem da 

concentração de nitrito (NO2) pela metodologia do reagente de Griess (Green et 

al., 1982). Utilizando-se placas de 96-poços, alíquotas de 100 μL dos 

sobrenadantes de cultura foram misturados a 100 μL 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 ácido fosfórico, (v/v)] e 

incubadas por 10 min à temperatura ambiente. Em paralelo uma curva-padrão 

para a determinação da concentração dos nitritos (em μM) foi produzida 

utilizando-se nitrito de sódio (NaNO2) diluído em meio RPMI. 

A determinação da absorbância, equivalente à concentração de NO, foi 

realizada em um leitor de ELISA Emax (Molecular Devices Inc., EUA) a 540nm. 

3.9 Análise estatística dos dados 

Para o tratamento estatístico dos resultados dos ensaios in vitro e in vivo foi 

aplicado o teste-t de Student. Considerou-se que os dados apresentavam 

diferença estatística significativa quando o valor de p retornado era menor ou 

igual a 0,05. 

3.10 Extração de RNA 

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

clones foi realizada para os ensaios de expressão 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 estacionária do ciclo e as de amastigotas 

quando completada a transformação celular, os parasitos foram lavados e 



46 

 

recolhidos em Trizol (Invitrogen, Life Technologies, EUA) e conservadas a -70°C 

até o momento da extração de RNA total. 

O protocolo do Trizol foi modificado e adaptado para o uso de um kit de 

extração de RNA comercial (RNeasy Mini Kit, Qiagen). Resumidamente, as 

amostras foram homogeneizadas em Trizol e então foi acrescentado clorofórmio 

puro (Merck, Brasil) na proporção de 1:5, agitados vigorosamente por 20s e 

incubados por 3 min à temperatura ambiente, sendo então centrifugados (10.000 

xg, 18min, 4°C) para permitir a separação de fases. 

A fase superior, aquosa, foi reservada, misturada com álcool 100% (Merck, 

Brasil) na proporção de 1:1 e misturada imediatamente com a pipeta, 700µL da 

mistura foi transferida para uma coluna RNeasy acoplada a um tubo coletor de 

2mL e centrifugado (8000 xg, 1min, 4ºC). O filtrado foi descartado, 700µL do 

tampão RW1 foi adicionado à coluna seguido de centrifugação (8000 xg, 1min, 

4ºC), o filtrado foi descartado. Adicionou-se à coluna 500µL de tampão RPE e 

centrifugou-se (8000 xg, 1min, 4ºC), o filtrado foi novamente descartado. Foi 

adicionado 500µL de tampão RPE à coluna, seguido de centrifugação (8000 xg, 

2min, 4ºC) e descarte do filtrado. Acoplou-se a coluna a um novo tubo e 

centrifugou-se novamente (8000 xg, 1min, 4ºC) para secar a membrana. 

Finalmente, com um novo tubo de 1,5mL, foi adicionado 30µL de H2O livre de 

RNase à coluna no centro da membrana seguido de centrifugação (8000 xg, 

1min, 4ºC) para eluir o RNA. O conteúdo do tubo foi homogeneizado e 

imediatamente armazenado a -80ºC. Uma alíquota de 3µL foi retirada para dosar 

o RNA em um espectrofotômetro para microvolumes (Nanodrop, Nova Analitica). 

O rendimento da extração foi calculado pela absorbância a 260nm. A pureza foi 

determinada calculando a razão das absorbâncias a 260/280nm, o RNA puro 

possui esta razão entre 1,8 e 2,0. 

3.11 Tratamento do RNA com DNase 

Antes da síntese de cDNA as amostras de RNA foram tratadas com 

Deoxyribonuclease I (DNase I), Amplification Grade (Invitrogen, Life Technologies, 

EUA) de acordo com as instruções do fabricante. Brevemente, a um tubo de 

0,5mL livre de RNase foi adicionado 1µg da amostra de RNA, 1µL de tampão de 
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reação (10X) e 1µL DNase I, Amp Grade (1U/µL) e 10µL de água tratada com 

DEPC. Foram preparados dois tubos, um não foi tratado com transcriptase 

reversa. As amostras  foram misturados gentilmente e incubadas por 20min em 

temperatura ambiente, seguido da adição de 1 µL de solução de EDTA (25mM) e 

aquecida a 65ºC por 10min e posteriormente resfriado em gelo para síntese do 

cDNA. 

3.12 Síntese de cDNA a partir das amostras de RNA 

Para a síntese de cDNA foi realizada reação de transcriptase reversa (RT – 

reverse transcriptase), com o kit SuperScript III fisrt-strand cDNA synthesis for 

reverse transcriptase-PCR (Invitrogen, Life Technologies, EUA), de acordo com 

as instruções do fabricante. Resumidamente, alíquotas de 20 μL das misturas de 

RT [constituídas por 2,5 ng/μL de iniciadores hexaméricos aleatórios, 0,5 mM de 

solução de dexorribonucleotídeos fosfatados (dNTPs), tampão de RT a 1x, 5mM 

de cloreto de magnésio (MgCl2), 0.01 M de ditiotreitol (DTT), 2 U/μL da enzima 

RNAse OUT, 10 U/μL da enzima SuperScript II RT e 5µg de amostra de RNA total 

em água tratada com DEPC] foram incubadas na seguinte sequência: 25°C por 

10min, 50°C por 50min, 85°C por 5min e, enfim, resfriadas em banho de gelo. 

Adicionou-se então 2U da enzima RNAse H a cada alíquota, que foram incubadas 

a 37°C por 20min e, então, armazenadas a -20°C até uso nos ensaios de PCR. 

3.13 Seleção das sequências de nucleotídeos de interesse 

A fim de realizar os ensaios de expressão de proteases dos parasitos por 

PCR em tempo real, foi necessário definir as sequências dos genes de interesse 

e dos genes de controle endógeno para se desenhar o par de inciadores 

oligonucleotídicos. Genes housekeeping foram escolhidos para os controles 

endógenos, com base na literatura: α-tubulin gene LbrM.13.0200 (Rebello et al., 

2010) e 40S ribosomal protein S8 gene LbrM.24.2160 (Adaui et al., 2011), sendo 

que os dois últimos foram redesenhados. 

Os iniciadores foram desenhados usando como base sequências 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 existência de divergência 

entre as sequências de mRNA de Mus musculus e Homo sapiens a fim de se 

evitar falsos resultados por contaminação com material humano durante os 

ensaios de PCR, devido ao alto grau de conservação dessas sequências. Tais 

análises foram realizadas aplicando a ferramenta de BLAST do NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando os seguintes parâmetros: BLAST 

de nucleotídeos através do algoritmo BLASTn. 

Para o desenho de todos os iniciadores foram utilizadas sequências do mRNA 

de L. (V.) braziliensis de genes únicos, com exceção do de cisteína protease B e 

metaloprotease (gp63). Para os de císteina protease foi definida uma sequência 

consenso a partir de três genes de CPB de L. (V.) braziliensis (códigos do 

Genedb LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830) (Rebello et al., 2010) e 

para os de metaloprotease uma sequência 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 obtenção 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 parâmetros no ajuste padrão, à exceção de Product Size Ranges, o qual 

foi ajustado para 80-120 pares de bases (pb). Os iniciadores desenhados foram 

então sintetizados pela empresa Invitrogen Brasil, numa escala de síntese de 50 

nM e purificados por dessalinização. 

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 μL) constituídas por: tampão para PCR Platinum 

Taq (Invitrogen, Life Technologies, EUA) a 1x, 4 mM de MgCl2 (Sigma-Aldrich 

Chemical Co., EUA), 0,2 mM de solução de dNTPs (Invitrogen, Life Technologies, 

EUA), 4 ng/μL do par de iniciadores e 0,025 UI/μL da enzima Platinum Taq DNA 
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polymerase (Invitrogen, Life Technologies, EUA) em água tratada com DEPC. A 

estas misturas foram adicionados 5 μL de cada amostra de cDNA (diluídas 1:50 

em água tratada com DEPC) no momento dos ensaios de PCR. As amostras 

foram ensaiadas em duplicata em cada experimento. 

As condições estabelecidas para os ensaios de PCR foram: etapa inicial de 

desnaturação a 94°C por 3min (1 ciclo); 40 ciclos de desnaturação (95 °C por 20 

seg), hibridização (56 °C por 30 seg) e extensão (72 °C por 30 seg); e, uma etapa 

final de extensão a 72 °C por 5min. Os ensaios de PCR foram realizados 

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

Após as PCR, os produtos foram visualizados por eletroforese em gel de 

agarose a 2% corado por brometo de etídeo e, então, fotografados utilizando-se o 

sistema de fotodocumentação 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 solução contendo os produtos da PCR foi misturada com 

solução de ligação à membrana (1:1) e incubada dentro das mini-colunas SV por 

1 min à temperatura ambiente. 

As colunas foram então lavadas 2x por centrifugação (10.000xg, 5min, 20°C) 

com solução de lavagem de membrana (adicionada de etanol), secadas por 

centrifugação nas mesmas condições e, então, os produtos foram resuspensos 

em 50 μL de água tratada com DEPC por centrifugação (10.000xg, 1min, 20°C). 

As sequências dos produtos da PCR purificados foram obtidas e analisadas como 

descrito anteriormente através da Plataforma de Sequenciamento de DNA 

PDTIS/Fiocruz. 

Estas sequências foram aplicadas na ferramenta de BLAST do NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) utilizando os seguintes parâmetros: BLAST 

de nucleotídeos através do algoritmo BLASTn, para confirmar a identidade dos 

produtos amplificados. Os bancos de dados utilizados nestas análises foram: 

Leishmania braziliensis (taxid:5660). 

3.16 Ensaios de PCR em tempo real 



50 

 

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 realização desses ensaios 

foram compostas misturas de PCR em tempo real (10 μL) constituídas de mix 

‘SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) a 1x 

e 0.1 μM do par de iniciadores em água tratada com DEPC. A estas misturas 

foram adicionados 2,5 μL das amostras de cDNA (diluídas em água tratada com 

DEPC a 10ng/μL para promastigotas e 1ng/μL para amastigotas) no início dos 

ensaios de PCR. As amostras foram ensaiadas em triplicata em cada 

experimento. 

As condições de termociclagem utilizadas nos ensaios de PCR em tempo real 

foram as condições padrão do software SDS 7500, com exceção dos ciclos de 

amplificação, nos quais as condições utilizadas foram similares àquelas dos 

ensaios de PCR convencional. 

Ao final de cada ensaio, foi executada uma etapa de construção de curva de 

dissociação dos produtos (continous melting curve), a fim de se verificar a 

especificidade da amplificação no ensaio. Durante os ciclos de amplificação, os 

dados de fluorescência foram coletados durante a etapa de extensão (72 °C). 

A eficiência dos ensaios de PCR em tempo real, para cada combinação de 

fonte de amostras acrescida de par de iniciadores, foi determinada pela análise de 

curvas de diluição seriada (1:2) das amostras de cDNA, variando de 1:2 até 1:64. 

Amostras de cDNA de promastigotas na fase logarítimica da cepa de origem L. 

(V.) braziliensis, foram utilizadas para as curvas de amplificação dos iniciadores 

de Leishmania. 

O valor do ciclo de limiar da fluorescência (Ct - threshold cycle) foi obtido e 

aplicado em um gráfico de semi-log (escala log 10) para o cálculo dos valores de 

coeficiente angular (slope) e de determinação (R2). Somente experimentos cujas 

linhas de tendência apresentavam R2 ≥ 0,98 foram utilizados nas análises de 

eficiência. 
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Para o cálculo da eficiência da amplificação (E), a seguinte fórmula foi 

utilizada: 

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

Os valores de eficiência calculados foram utilizados para ajustar os valores de 

Ct das amostras analisadas nos ensaios de cinética de expressão ao longo da 

infecção pela seguinte fórmula (Hellemans et al., 2014): 

CtE=100% = CtE=X% x [log (1 + E)/log 2] 

3.17 Determinação da expressão relativa de genes 

O método do Ct comparativo (ΔΔCt) foi utilizado para determinar os níveis de 

expressão dos genes de interesse. O calibrador utilizado para a análise da 

expressão dos genes de Leishmania foram amostras de cDNA de promastigotas 

da cepa Thor na fase estacionária da proliferação. 

Os controles endógenos utilizados foram genes de α-tubulina e 40S ribosomal 

protein S8. Os valores de quantidade relativa ou níveis de expressão 

normalizados (RQ) foram calculados com o auxílio do software SDS 7500, 

aplicando-se a seguinte fórmula: 

 

Onde,  

 e  

E  e  são obtidos da média geométrica dos genes de referência 

endógenos utilizados. 
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3.18 Análise de agrupamento 

Como forma de avaliar o comportamento dos clones nas diferentes análises 

biológicas e de expressão gênica foi proposta uma análise de agrupamento 

utilizando o método de classificação hierárquica (Everitt et al., 2011) baseado na 

distância euclidiana das variáveis padronizadas dos clones em estudo. A 

classificação hierárquica foi graficamente representada por diagramas 

bidimensionais conhecidos como dendogramas. A análise foi realizada no 

software R, versão 3.1.1. 
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4.1 Caracterizações do perfil de proteases de Leishmania 

Nesta etapa do trabalho foi realizada uma análise genômica comparativa 

entre os genes de proteases de Leishmania (Viannia) braziliensis frente a três 

outras espécies de Leishmania. Esta abordagem foi considerada a fim de se 

destacar características específicas que podem ser responsáveis por diferenças 

fenotípicas, ou virulência, relevantes no sucesso adaptativo deste parasito. 

4.1.1 Comparações dos genes de proteases de diversas espécies de 

Leishmania 

Inicialmente foi feito um estudo mais amplo de genômica comparativa dos 

genes Leishmania spp depositados em banco de dados públicos. A busca pelos 

genes de proteases nos bancos de dado Genedb resultou no levantamento do 

número 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 aspártico protease foram identificados no genoma das 

espécies estudadas, estes se encontram nos cromossomos 1, 15 e 29, nas 4 

espécies (dados não mostrados). 

Os genes de proteases correspondem a 2,18% do total de genes em L. (V.) 

braziliensis, essa pequena porcentagem também se dá 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 são predominantes em L. (V.) 

braziliensis correspondendo a 52% dos genes de proteases, já nas outras 

espécies as cisteína proteases são as mais abundantes, sendo 36 a 47% desse 

total, enquanto que os genes de serina proteases se encontram em menor 

quantidade, 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. 
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Foi possível observar que os genes de proteases estão presentes em todos 

os cromossomos das Leishmania spp. estudadas, em diferentes frequências 

(figura 13). De todos os cromossomos estudados que identificamos genes de 

metaloproteases, 18 são comuns às quatro espécies estudadas. A presença de 

genes desta classe de enzimas nos cromossomos 8 e 30 são exclusivas a 

espécie L. (L.) mexicana. A mesma exclusividade ocorre para o cromossomo 22 

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

Os genes de cisteína proteases estão 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. 

Já os genes de serina protease estão presentes em 19 cromossomos nas 

quatro espécies estudadas e o número desses genes não ultrapassa 3 por 

cromossomo. A presença de genes desta classe de proteínas 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 os 

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

Foi possível analisar a conservação de alguns alelos no mesmo cromossomo 

nas espécies estudadas. Para cisteína proteases 42 alelos conservados foram 

encontrados, 35 para metaloproteases e 15 para serina proteases (Figura 4). Os 

alelos conservados estão 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, família 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 cisteína, metalo- e 
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serina proteases, respectivamente. Por outro lado, L. (V.) braziliensis não 

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

Além disso, a fim de identificar semelhança a genes de mamíferos, foi 

realizada uma análise no BLAST (Blast Local Alignment Search Tool) para 

comparar genes que apresentavam maior grau sintenia entre as espécies 

estudadas (representadas nos diagramas de Veinn na Figura 4) com os genes de 

mamíferos (taxid: 40674). 
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Figura 3: Frequência 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 

o maior grau de similaridade com genes de mamíferos, com aproximadamente 

69% de identidade da sequência e uma cobertura maior de 39%. Entretanto no 

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

Para os genes que não apresentaram sintenia utilizamos outra estratégia para 

verificar semelhança a genes de mamíferos. Inicialmente, uma análise múltiplo 

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 sequências para agrupá-las. Como resultado, foi possível definir 

28 grupos de genes de metaloproteases, 27 de cisteína proteases, 11 de serina 

proteases e 1 de aspártico proteases. 

A sequência consenso (Figura adicional Tabela S2 do ANEXO 2) de cada 

grupo foi então utilizada para realizar uma análise no BLAST para encontrar 

similaridade entre os genes de mamíferos. Foram identificadas sequências de 

genes de O-sialoglycoprotein endopeptidase de hamster, cão, lobo e camundongo 

com 69% de identidade à sequência consenso dos genes de metaloproteases: 

LbrM.31.0100, LinJ.31.0110, LmjF.31.0100 e LmxM.31.0100. Sequências de 

genes de 26S subunit ATPase de um lagomorfo Ochotona princeps e 

camundongo apresentou 65% de identidade à sequência consenso dos genes de 

serina protease: LbrM.03.0450, LinJ.03.0520, LmjF.03.0540 e LmxM.03.0540. 

Não foi encontrada similaridade entre sequências de genes de cisteína e 

aspártico proteases de Leishmania spp e mamíferos, com os parâmetros 

adotados no presente trabalho. 

Todos os genes analisados no estudo foram classificados em clan e famílias 

com base na nomenclatura do banco de dados MEROPS (Dezembro de 2013, 

release 9.10 - http://merops.sanger.ac.uk/) (Figura 5). 

  



60 

 

 

Figura 4: Análise de alelos conservados no genoma de Leishmania spp. Na periferia do gráfico radar estão representados os alelos 
conservados e no eixo y os números de cromossomos. O diagrama de Venn representa a quantidade de alelos conservados. 
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Figura 5: Clans e famílias de proteases de Leishmania spp.. Classificação 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 números nos quadrados representam o total estimado de proteases em cada família 
por espécie, os números nos retângulos 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 Obtenções de clones da cepa Thor por citometria de fluxo 

Culturas de promastigotas da cepa Thor na fase estacionária foram utilizadas 

para o procedimento de separação celular em larga escala (cell sorting). Neste 

experimento foi possível obter culturas de promastigotas a partir de um único 

parasito. Considerando os parâmetros de tamanho (FSC - Forward Angle Light 

Scatter) e granulosidade (SSC - side scatter), que se correlaciona com o volume 

celular dos promastigotas (Figura 6), foi possível purificar promastigotas através 

da deposição de apenas um parasito por poço em uma placa de 96 poços de 

fundo liso. Estes foram mantidos em meio Schneider para expansão da cultura. 

Após este período apenas 21 clones se mantiveram estáveis à manutenção e 

ampliação in vitro, e puderam ser criopreservados em nitrogênio líquido. 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 criopreservação e foram analisadas 

neste trabalho quanto ao comportamento em cultura, infectividade de macrófagos 

peritoneais de camundongos e quanto à expressão de proteinases. 

4.3. Caracterização biológica dos parasitos em cultura 

4.3.1 Curva de crescimento dos parasitos in vitro 

Os parasitos isolados por citometria de fluxo, estáveis 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 propósito de 

identificar as fases logarítmicas e estacionárias de cada cultura (Figura 7). 

Neste estudo foi possível observar culturas de promastigotas com perfis 

distintos de crescimento. De maneira geral, os momentos iniciais das culturas (24 

e 48h) e os momentos mais tardios (fase estacionária) indicaram diferenças 

estatisticamente significantes na concentração de parasitos (Tabela 4). 

Observamos também, que o quarto dia de cultivo mostrou-se como a fase 

estacionária 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 rápido crescimento no primeiro dia de cultivo (1,70 × 106 
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parasitos/mL no Thor a 5,17 × 107 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 × 105 parasitos/mL no Thor 24 a 9,42 × 106 parasitos/mL no Thor 21). 

Ao comparar as características das curvas de crescimento dos clones com a 

da cepa Thor, o 3º dia de cultivo, final da fase logarítmica, foi o que apresentou a 

menor variação. Salvo os clones Thor 08, 15 e 26, os demais se comportaram de 

forma semelhante à cepa Thor. A partir do 4º dia de cultivo houve estabilização da 

cultura na fase estacionária (6,37 × 107 parasitos/mL no Thor 03 a 4,0 × 108 

parasitos/mL no Thor 25), ao contrário da cepa de origem Thor, que apresentou 

pico de crescimento no 4º dia (2,0 × 108 parasitos/mL) e queda abrupta no 

número de parasitos no 5º dia de cultivo (1,07 × 107 parasitos/mL). Os clones 

Thor 04, 05, 15 e 25 foram os que apresentaram mais pontos da curva com 

valores significativamente distintos ao da cepa Thor. 
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Figura 6: Análise da população de promastigotas Leishmania 

(Viannia) braziliensis, cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619). A 

seleção da região de interesse foi baseada em aspectos 

morfométricos; tamanho (FSC – dispersão lateral de luz) 

versus granulosidade (SSC – dispersão frontal de luz). A 

região demarcada em vermelho identifica homogeneidade da 

população de interesse. O gráfico é 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 105 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 três culturas. As barras representam o desvio padrão e o (*) a 
significância estatística no teste T de Student (p<0,05).                  .                   
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4.3.2 Infecção de macrófagos peritoneais de camundongos 

O comportamento dos parasitos quanto ao seu potencial de infectar 

macrófagos da linhagem isogênica de camundongos (BALB/C) foi avaliado a 

partir da determinação da porcentagem de macrófagos infectados, do número de 

parasitos intracelulares por macrófago infectado e do cálculo do índice endocítico 

na 24ª hora de infecção. 

Os parasitos utilizados nestes ensaios se encontravam na fase estacionária 

de cultivo. Neste estudo foram detectados diferentes padrões de infectividade dos 

clones avaliados neste trabalho. Os dados indicaram que a porcentagem de 

macrófagos 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 24ª hora de infecção. Na 48ª 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 72ª hora variou de 0 nos Thor 05, 06, 15 e 16 a 

81,00 ± 1,00 no Thor 25. 

Além disso, foi estabelecido o número de amastigotas por macrófagos 

infectados. Na 24ª hora os dados variaram de 1,35 ± 0,23 para Thor 15 a 8,49 ± 

0,84 no Thor 25; na 48ª hora de 0 no Thor 06 a 9,39 ± 0,39 no Thor 25; e na 72ª 

hora de 0 nos Thor 05, 06, 15 e 16 a 8,06 ± 0,28 no Thor 10 (Figura 8). Outra 

característica avaliada foi o índice endocítico na 24ª hora de infecção, 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: Infecção in vitro de macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c com a cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619) e 
clones. As infecções foram realizadas na proporção de 5 parasitos por macrófago Os valores expressam a porcentagem de 
macrófagos infectados e o número de parasitos por macrófagos infectados em 24, 48 e 72h de infecção. 
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Figura 9: Índice endocítico de macrófagos peritoneais de camundongos Balb/c. Os ensaios foram conduzidos na 

proporção de 5 parasitos por macrófagos, pela cepa origem Thor e seus clones Thor 3-28 na 24ª hora de infecção. 

Valor obtido pela multiplicação da porcentagem de macrófagos infectados pela média de amastigotas por macrófagos 

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

Durante este estudo foi estabelecido condições, in vitro, que simulam o 

microambiente intracelular (temperatura, pH etc), para adaptação de formas 

amastigotas da L. (V.) brazilensis. Desta forma estabelecemos uma estratégia 

para gerar amastigotas axênicas deste parasito a partir de formas promastigotas 

metacíclicas, em pH 5.5 e temperatura de 32oC. A estratégia para a obtenção de 

amastigotas extracelulares foi bem sucedida na cepa original e em 11 dos 17 

clones estudados. Os amastigotas axênicos assim obtidos foram analisados por 

microscopia eletrônica de varredura, revelando a típica morfologia ovoide com 

aproximadamente de 2,5 - 4,0μm e “ausência” do flagelo, pois neste estágio está 

restrito à bolsa flagelar (Figura 10). 

 

Figura 10: Exemplares de amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis, da 
cepa Thor (MCAN/BR/1998/R619), transformadas in vitro. Os amastigotas foram 
obtidos após incubação de promastigotas em meio Schneider com pH acidificado 
para 5,5 seguida da alteração da temperatura de 26°C para 32°C, previstas na 
mudança de hospedeiros durante o ciclo do parasito. Os amastigotas assim 
obtidos foram analisados por microscopia eletrônica de varredura e as imagens 
apresentadas são representativas dos ensaios de diferenciação feitos com os 
clones da cepa Thor utilizadas no estudo. 

 



70 

 

4.3.4 Seleção dos iniciadores oligonucleotídicos e padronização das 

condições de termociclagem para ensaios de PCR 

Para a análise da expressão 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 sequências foram aplicadas no 

algoritmo online Primer3 para a definição das sequências 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 condições mais 

adequadas de termociclagem, bem como as concentrações ideais de reagentes. 

Os ajustes nas condições dos ensaios de PCR foram considerados satisfatórios 

quando uma única banda era visível após a eletroforese dos produtos das 

reações em um gel de agarose a 2%. Sob as condições estabelecidas, os 

produtos de amplificação de todos os alvos testados apresentavam tamanhos (em 

pb) compatíveis àqueles 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 amplificação foi alinhado como 

similar a uma sequência compatível com a sequência-alvo esperada (Tabela 5). 
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Tabela 4. Pares de iniciadores desenhados para a análise da expressão de genes-alvo de proteases e genes endógenos em 
Leishmania (Viannia) braziliensis por ensaios de PCR em tempo real. 

Classe de Protease 
/ gene endógeno 

Genedb ID Gene-alvo Iniciadores Foward / Reverse 
Tamanho do 

Produto 

Aspártico Protease LbrM.15.1530 presenilina-símile 
5’ – GTT GTG GAT TTG GCT GGA CT – 3’ 

5’ – TCC ACA CAA AGA TGC CCA TA – 3’ 
80 

Cisteína protease 
LbrM.08.0810L

brM.08.0820 
LbrM.08.083a 

cisteína protease B 
5’ – AAC TTC CAG CGT AAC CT – 3’ 

5’ – AAC TCT TCC TCC GAC AG – 3’ 
101 

Serina protease LbrM.13.0860 subtilisina-símile 
5’ – CTA CTG CAC ACG AGC ACC AT – 3’ 

5’ – CGC AAT GTG AGA GTC CTT GA – 3’ 
99 

Metaloprotease LbrM.10.0610b gp63, leishmanolisina b 
5’ – TTC TCG GAC GAC CAT CCA – 3’ 

5’ – GTG GTG CCC TGG TCG TAG – 3’ 
80 

Gene endógeno LbrM.13.0200 α-tubulina 
5'-TAT CTG CAT TCA CAT CGG -3' 

5'- CGT CAT CCT CAA CAC CA -3' 
130 

Gene endógeno LbrM.24.2160 
proteína ribossomal 40S 

S8 

5'- AGA CGC TGG TGA AGA ACT GC -3' 

5′- AAG TCG ATG CCG TAA TGC TT -3′ 
82 

a – sequência consenso entre os genes citados (Rebello et al., 2010); b- sequência consenso entre os 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: Análise dos produtos de amplificação 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 demonstração da 

amplificação de bandas únicas utilizando os iniciadores para: presinilina 

símile (2), cisteína protease B (3), subtilisina (4), gp63 (5), -tubulina (6) e 

proteína ribossomal 40S S8 (7) com amostras de cDNA de promastigotas 

(A) e amastigotas axênicas (B) de L. (V.) braziliensis em fase estacionária 

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

Gene alvo do 
produto 

Sequência resultado com maior índice de similaridade 
Valor 

esperado no 
Blast a 

Escore no 
Blast 

Subtilisina 
Leishmania braziliensis subtilisin-like serine peptidase (LBRM_13_0860) 

mRNA [GENE ID: 5413723 LBRM_13_0860] 
1x10-9 117 

gp63 
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 GP63, leishmanolysin 

(LBRM_10_0610) mRNA, complete cds 
3x10-4 50,1 

Presenilina 
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 putative presenilin-like aspartic 

peptidase (LBRM_15_1530) mRNA, complete cds 
4x10-8 63,9 

cisteína 
proteinaseB 

Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like protease (CPB) 
mRNA, complete cds 

8x10-9 76,3 

-tubulina 
Leishmania braziliensis alpha tubulin (LBRM_13_0210) mRNA [GENE ID: 

5413658 LBRM_13_0210] 
4x10-33 141 

proteína 
ribossomal 40S 

S8 

Leishmania braziliensis  putative 40S ribosomal protein S8 (LBRM_24_2160) 
mRNA [GENE ID: 5416060 LBRM_24_2160] 

1x10-4 48,2 

a
O valor esperado de BLAST indica o número de vezes que a presente sequência-resultado ou outra com maior índice de similaridade com a sequência do 

produto analisado surgiria como resultado da análise por BLAST por puro acaso. Um valor esperado baixo indica um alto grau de significância para o 
resultado. 

b
O escore no BLAST (S’) é um valor normalizado derivado do valor do escore (S) não tratado, obtido pelo uso da seguinte fórmula: S’ = (λ S – ln 

K)/(ln 2), onde K e λ são parâmetros estatísticos do sistema de pontuação. O valor de escore no BLAST é útil para a comparação do grau de significância 
dos resultados de análises por BLAST distintas. 
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4.3.5 Padronizações para os ensaios em PCR em tempo real 

As condições de termociclagem ótimas estabelecidas nos ensaios de 

PCR convencional foram adaptadas para os ensaios de PCR em tempo real. 

Sob essas condições foi possível observar um pico único na curva derivativa de 

dissociação, resultante da reação de amplificação, o que determina a formação 

de apenas um produto por par de iniciadores utilizados com as amostras de 

cDNA (Figura 12). Na tabela 8 está descriminada a temperatura de dissociação 

para cada produto de amplificação. Os produtos desta amplificação desses 

ensaios também foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, 

extraídos do gel e sequenciados. Os resultados obtidos foram idênticos aos 

observados para os produtos dos ensaios de padronização por PCR 

convencional. 

Os pares de iniciadores que apresentaram a eficiência mais baixa foram 

para: α-tubulina, com 90,43% e cisteína proteinase B (CPB), a 94,94%; os 

demais apresentaram índice de eficiência variando de 100,39% a 105,40% 

(Tabela 6). Todos os índices de eficiência de amplificação foram considerados 

nos cálculos da expressão relativa dos genes-alvo e utilizados na correção dos 

valores dos Cts. 

4.3.6 Expressão relativa dos genes de proteases em promastigotas e 

amastigotas da cepa de origem Thor e seus clones 

A expressão relativa dos genes de proteases dos clones em relação à 

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 última 

variaram de 0,1 a 1,07. Em promastigotas os valores mais elevados de RQ 

foram para presinilina, uma aspártico proteinase, seguido da metaloprotease 

gp63 e a serina proteinase subtilisina e em menor valor a cisteína protease B 

(Figura 13A). Em amastigotas os valores maiores de RQ se apresentaram para 

gp63, seguida de subtilisina, cisteína protease B e presinilina (Figura 13B). 
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Na forma promastigota, os clones Thor 15 e 16 se destacaram com maior 

expressão de presinilina, e a Thor 28 com maior expressão de gp63, todos 

estes valores acima dos da Thor. A expressão de subtilisina e cisteína ficou 

abaixo da cepa Thor em todos os clones, o que apresentou maior valor de RQ 

da primeira foi o Thor 05 e da última 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 

cisteína 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 à expressão 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 mínimo de 2,8 x 10-8.



76 

 

 

 

 

 

 

-tubulina proteína S8 do ribossomo 40S presenilina-símile

cisteina-proteinase B gp63 subtilisina

C
u

rv
a 

 d
er

iv
at

iv
a 

(-
R

n
)

Temperatura (°C)  
Figura 12: Curva de dissociação dos iniciadores. Os gráficos demonstram a 
curva de dissociação dos iniciadores apresentando um pico único, o que 
corresponde à amplificação de um único produto. Este ponto define a 
temperatura de dissociação dos iniciadores e a formação de fita única. 
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Tabela 6: Análise da especificidade dos pares de iniciadores e da eficiência de amplificação das combinações de pares de 

iniciadores e amostras de cDNA nos ensaios de PCR em tempo real 

Gene alvo Temperatura de dissociação (°C) a R2 b 
Nível de eficiência da PCR (%) 

c 

presenilina-símile 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 

-tubulina 85,88 0,993 90,43 

Proteína ribosomal 40S S8 83,47 0,992 100,39 

a A temperatura de dissociação é determinada como a temperatura em que 50% dos produtos de amplificação encontram-se 
dissociados (em fita simples). b R2 é o coeficiente da correlação obtida da curva padrão e deve ser >0.99. c O nível de 
eficiência da PCR representa a porcentagem de cópias dos produtos de amplificação presentes no início de cada ciclo da 
PCR que se encontra duplicada ao final do ciclo, conforme determinado pela intensidade de fluorescência. 
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Figura 13: Níveis de expressão dos genes de protease. Os experimentos 
foram realizados com promastigotas (A)  na fase estacionária de crescimento e 
de amastigotas (B), da cepa de origem (Thor) e suas populações (Thor 03-28). 
Os resultados estão expressos em unidades de quantidade relativa (RQ). Os 
genes de α-tubulina e proteína ribossomal 40S S8 de Leishmania (Viannia) 
braziliensis foram utilizados como controles endógenos de expressão e 
amostras de cDNA da cepa de origem como calibradores. 

A 

B 
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Figura 14: Níveis de expressão dos genes de proteases dos clones Thor 17 e Thor 25. Os 
experimentos foram realizados com promastigotas na fase estacionária de crescimento (Thor 17 pro 
e Thor 25 pro) e de amastigota (Thor 25 ama) obtidas da cepa de origem (Thor pro). Os resultados 
estão expressos em unidades de quantidade relativa (RQ). Os genes de α-tubulina e proteína 
ribossomal 40S S8 de Leishmania (Viannia) braziliensis foram utilizados como controles endógenos 
de expressão e amostras de cDNA da cepa de origem como calibradores. 
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4.4 Análises de agrupamento dos clones 

Nesta análise o conjunto de unidades amostrais (n = 17), os quais foram 

medidos segundo as variáveis do estudo [curva de crescimento, índice endocítico 

(24h), % de macrófagos infectados (24, 48 e 72h), número de amastigotas por 

macrófagos infectados (24h, 48h e 72h), expressão gênica de cisteína proteinase, 

aspártico proteinase, metaloproteinase, serina proteinase proteases em 

promastigotas e amastigotas]. A análise aplicada possibilitou reunir os indivíduos, 

quanto à 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 análises de agrupamento foram feitas com 

(Figura 15A) e sem (Figura 15B) os dados de expressão gênica das proteinases 

de amastigota. As análises dos dendogramas resultantes indicaram a formação 

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 análise descritiva, aqui representada em um diagrama de caixa (boxplots 

Figura 16), possibilitou a identificação das variáveis que mais contribuíram para a 

definição dos grupos. Os resultados indicaram que as variáveis mais ao centro do 

diagrama (índice endocítico a 24h de infecção; % de macrófagos infectados a 24, 

48 e 72h; número de amastigotas por macrófago a 24, 48 e 72h) tem a maior 

variação interquartílica e, portanto tem mais peso no cálculo da distância 

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 não (B) a análise de expressão gênica de proteases em amastigotas. A 

escala a esquerda representa a altura de agrupamento com base na distância 

euclidiana das variáveis padronizadas entre os clones. Os quadrantes destacam a 

formação de dois grupos distintos: (I) e (II). 

A 

B 

(I) (II) 

(I) (II) 
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Figura 16: Diagrama de caixa para definição do agrupamento hierárquico. As 

variáveis com maior distância interquartílica são as que mais contribuem para o 

cálculo da distância euclidiana entre os clones. As variáveis foram normalizadas 

para que estivessem na mesma escala para fins comparativos. Variáveis: a – e: 

dados das curvas de crescimento dia 1 a 5; f: índice endocítico a 24h da infecção; 

g – i: dados de % macrófagos infectados a 24, 48 e 72h; j-m: número de 

amastigotas por macrófago a 24, 48 e 72h; Expressão de aspártico, cisteína, 

metalo e serina protease em promastigota (n-q) e em amastigota (r-u), 

respectivamente.
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4.5 Caracterizações da resposta do hospedeiro 

Com o estabelecimento de dois grupos distintos dos clones estudados, foi 

possível eleger representantes de cada um deles para seguir as análises. São 

eles: grupo (I): Thor 15, Thor 21, Thor 22 e Thor 28; e no grupo (II) = Thor, Thor 

17, Thor 25 e Thor 27 (Figura 15).  

Foram realizados ensaios para detectar citocinas e óxido nítrico produzido por 

macrófagos peritoneais de camundongos, na infecção in vitro, por representantes 

dos dois grupos. Os sobrenadantes de culturas de macrófagos foram analisados 

quanto à expressão dos mediadores e reguladores da imunidade inata produzidos 

pelos macrófagos durante a infeção (IL-1β, IL-6, IL-12 e TNF-α) (Figura 17) e o 

óxido nítrico (Figura 18). 

Com os ensaios de Luminex foi possível detectar a citocina IL-1β nos 

sobrenadantes de cultura de macrófagos infectados por parasitos do grupo (I) – 

Thor 15 e Thor 21 e do grupo (II) – Thor e Thor 27. Nas infecções dos clones Thor 

15 a IL-1β foi detectada às 24 e 48h e na cepa Thor somente às 48h, nos demais 

a citocina pôde ser observada nos três tempos de infecção. O maior nível de 

expressão desta citocina foi detectado na cepa Thor 15 (26,77 ± 2,62 pg/mL), em 

24h da infecção dos macrófagos. Enquanto que o menor nível foi observado no 

clone Thor 21 (2,38 ± 1,63 pg±/mL) quando a infecção in vitro estava em 24h, 

(Figura 17). 

A citocina IL-6 foi detectada nas infecções por parasitos do grupo (I) – Thor 

15, nos três tempos analisados com as maiores taxas da citocina (21783 ± 1732,9 

/pg/mL, 24h), bem como no Thor 21; nos parasitos do grupo (II) – no clone Thor 

27, nas duas últimas em níveis mais baixos (<319,98 ± 25,9 pg/mL, Thor 27 às 

72h) (Figura 17). 

A citocina IL-12p70 foi detectada em quase todas os ensaios de infecção com 

macrófagos, com valores semelhantes. Os menores valores da citocina foram 

detectados nos ensaios de infecção 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 (II) foi 



84 

 

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 

infecção, (Figura 17). 

O TNF- foi detectado no grupo (I): no Thor 15 em níveis mais altos que as 

demais, nos três tempos da infecção (24h = 559,43 ± 103,9 pg/mL; 48h = 495,43 

± 51,8 pg/mL e 72h = 692,99 ± 37,4 pg/mL). No grupo (II) destaca-se a expressão 

da na cepa Thor em 48 (153,37 ± 9,8 xpg/mL) e 72h (125,57 ± 4,7 pg/mL) de 

infecção (Figura 17). 

O óxido nítrico não foi detectado nos sobrenadantes de cultura de macrófagos 

peritoneais de camundongos infectados pelo clone Thor 21 em nenhum dos 

tempos analisados, em nossas condições experimentais (Figura 18). Níveis 

detectáveis e expressão do óxido nítrico foram encontrados nas amostras 

oriundas das infecções por parasitos do grupo (I): Thor 28 a produção de óxido 

nítrico foi detectada após 24h (0,10 ± 0,06 µM) e 48h (0,10 ± 0,06 xµM) de 

infecção e nos sobrenadantes dos cultivos com Thor 22 apenas após 24h (0,09 ± 

0,06 µM). Neste grupo, nas infecções com Thor 15 foi dectado um dos maiores 

níves de oxido nitrico, após 48h (0,26 ± 0,07 µMapós 24h (x±xµM). Nos ensaios 

com os parasitos do grupo (II): Thor (0,26 ± 0,08 µM), Thor 17 (0,10 ± 0,06 µM) e 

Thor 27 (0,10 ± 0,06 µM) induziram a produção de óxido nítrico somente após 48h 

de cultura, enquanto que este estimulo foi detectado) e 48h (0,10 ± 0,06 µM) de 

infecção com a Thor 25. Neste grupo foi possível observar que o maior nível de 

expressão de óxido nítrico foi induzido pela Thor (Figura 18).  
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Figura 17: Detecção de citocinas durante a infecção de macrófagos peritoneais. 

Ensaios de Luminex avaliaram a presença de citocinas (IL-1β, IL-6, IL-12p70 e 

TNF-α) em sobrenadantes de cultura de macrófagos peritoneais de camundongos 

BALB/c infectados por parasitos do grupo I e grupo II na proporção 5 

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

resultados representam a diferença entre os valores de sobrenadantes de cultura 

de macrófagos infectados e controle não infectados. Os dados foram expressos 

em pg/mL como média e desvio padrão das análises. 
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Figura 18: Detecção de óxido nítrico durante a infecção de macrófagos 

peritoneais. A concentração de óxido nítrico foi avaliada pela reação 

colorimétrica de em sobrenadantes de cultura de macrófagos peritoneais de 

camundongos BALB/c infectados pela cepa Thor e clones do grupo I e grupo II 

na proporção 5 parasitos:macrófago. Os tempos de cultura avaliados foram 24, 

48 e 72h. Os resultados representam a diferença entre os valores de 

sobrenadantes de cultura de macrófagos infectados e controle não infectados. 

Os dados foram expressos em µM como média e desvio padrão das análises. 
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4.6 Correlações entre os dados biológicos dos grupos e expressão dos 

fatores do hospedeiro e do parasito. 

Na última etapa deste estudo foram propostas análises de correlação de 

Pearson (Ƿ), com o objetivo de se avaliar possíveis correlações ente os dados 

biológicos (infecção de macrófagos, curva de crescimento) e os dados de 

expressão dos genes de proteinases e produção de mediadores inflamatórios. O 

Ƿ mede o grau de correlação e a direção desta correlação, se positiva ou 

negativa, entre duas variáveis. As análises foram realizadas com os dados do 

grupo (I) e do grupo (II) previamente definidos, cujas imagens representativas das 

infecções de macrófagos peritoneais de camundongos são indicadas nas figuras 

19 e 20, respectivamente. 

No primeiro grupo de análise foi possível correlacionar os dados de infecção 

de macrófagos peritoneais de camundongos com os dados de produção de 

mediadores inflamatórios nas infecções pela cepa de origem e seus clones. 

Quanto às citocinas TNF-α, IL-1β e IL-6 foi detectado uma correlação negativa 

entre os dados enquanto que para citocina IL-12p70 e óxido nítrico uma 

correlação positiva entre os dados (Tabela 7). 

Também foram correlacionados os dados de expressão de proteinases em 

promastigotas com os dados da curva de crescimento no 4º dia de cultura, uma 

vez que os parasitos se encontravam neste tempo de cultura quando foram 

preservados em Trizol para extração de RNAm. Foi possível observar que há 

uma correlação positiva entre o crescimento em cultura e a expressão de cisteína 

(0,018) e serina proteinase (0,223), e uma correlação negativa com a expressão 

de aspártico (-0,434) e metaloproteinase (-0,198) (Tabela 8). 

A expressão de proteinases em promastigotas também foi correlacionada aos 

dados de infecção de macrófagos às 24h, uma vez que os parasitos utilizados 

para infecção das células de mamíferos se encontravam no mesmo tempo de 

cultura que os utilizados para análise de expressão das enzimas. Observou-se 

uma correlação negativa entre os dados de expressão de cisteína (-0,253) e 

serina (-0,241) proteinase e o índice endocítico e entre os dados de aspártico 

(0,024) e metaloproteinase (0,815) (Tabela 9). 
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Figura 19: Infecção de macrófagos peritoneais de camundongos por parasitos do grupo (I). Cultura de macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c não 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 cabeças de seta os vacúolos parasitóforos. 
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Figura 20: Infecção de macrófagos peritoneais de camundongos por parasitos do grupo (II). Cultura de macrófagos 

peritoneais de camundongos BALB/c não infectados (A: 24h, E: 48h e I: 72h) e infectados por parasitos do grupo (II): 

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 cabeças de seta os vacúolos parasitóforos. 
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Tabela 7: Produção de mediadores inflamatórios na etapa inicial de infecção. 

Análise de correlação dos dados de mediadores infamatórios produzidos 

pelos macrófagos durante a infecção in vitro pelos clones da cepa Thor. 

Mediador 

inflamatório 
Índice endocítico (24h) 

TNF- α -0,438 

IL-1β -0,374 

IL-6 -0,447 

IL-12p70 0,539 

NO 0,400 

 

*Valores de Ƿ negativo entre duas variáveis indicam que se uma aumenta a 

outra sempre diminui; Valores de Ƿ positivo entre duas variáveis indica que se 

uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de Ƿ para mais ou para 

menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlação; de 0.30 a 0.7 indica 

correlação moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlação. 
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Tabela 8: Expressão de proteinases formas metacíclicas. Análise de 

correlação dos dados de expressão relativa de proteinases de clones da 

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

estacionária. 

Proteinases de 

promastigotas 

Parasitos/mL no 4º dia 

da curva 

Cisteína proteinase 0,018* 

Serina proteinase 0,223* 

Metaloproteinase -0,198* 

Aspártico proteinase -0,434** 

* fraca; ** moderada; *** forte 

*Valores de Ƿ negativo entre duas variáveis indicam que se uma aumenta a 

outra sempre diminui; Valores de Ƿ positivo entre duas variáveis indica que 

se uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de Ƿ para mais ou para 

menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlação; de 0.30 a 0.7 indica 

correlação moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlação. 
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Tabela 9: Expressão de proteinases no início da infecção. Análise de 

correlação dos dados de proteinases produzidos pelos clones da cepa Thor 

e dados da infecção de macrófagos in vitro em 24h de infecção. 

Proteinases de 

promastigotas 
Índice endocítico (24h) 

Cisteína proteinase -0,058 * 

Metaloproteinase -0,238 * 

Aspártico proteinase -0,637 ** 

Serina proteinase 0,102 * 

* fraca; ** moderada; *** forte 

*Valores de Ƿ negativo entre duas variáveis indicam que se uma aumenta a 

outra sempre diminui; Valores de Ƿ positivo entre duas variáveis indica que 

se uma aumenta a outra sempre aumenta. Valores de Ƿ para mais ou para 

menos: de 1.0 a 0.70 indica uma forte correlação; de 0.30 a 0.7 indica 

correlação moderada; de 0 a 0.30 indica fraca correlação. 
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5. DISCUSSÃO
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A Leishmaniose Tegumentar Americana continua um sério problema de 

saúde pública com o agravante quadro atual de redistribuição geográfica. A 

doença partiu originalmente de um padrão silvestre, para rural - urbano e pode, 

como nos casos de leishmaniose visceral em muitos municípios no Brasil hoje, se 

tornar urbano-urbano (Rotureau, 2006; Costa, 2008; Harhay et al., 2011). Esse 

cenário só é possível devido à presença de reservatórios com hábitos 

sinantrópicos e considerável capacidade de adaptação dos parasitos e seus 

vetores a ambientes periurbanos (Lainson et al., 1994; Carvalho et al., 2010; 

Saraiva et al., 2011). 

O potencial adaptativo destes protozoários é um reflexo da diversidade 

biológica do gênero Leishmania (Cupolillo, Grimaldi, Momen, 1995; 1997; 1998), 

que apresenta reprodução predominantemente clonal, com propagação 

exponencial quando num ambiente ideal. Entretanto, em condições de estresse a 

troca genética pode ser crucial para geração de novos fenótipos, possibilitando 

aquisição de vantagens seletivas e subsequente expansão numa determinada 

população, contribuindo para a diversidade fenotípica e os polimorfismos 

genéticos em populações naturais do parasito (Miles et al., 2009). Atualmente, o 

estudo destes polimorfismos nas espécies e subespécies utiliza-se de 

ferramentas baseadas em análises biomoleculares ou de isoenzimas. Além disso, 

a identificação de marcadores biológicos como virulência e tropismo do parasito, 

permanece como ferramenta importante tendo em vista a abundante 

biodiversidade de parasitos do gênero Leishmania (Garin et al., 2001). 

Adicionalmente, enquanto há fortes evidências de polimorfismo genético em 

populações naturais de diferentes espécies de Leishmania (Cupolillo, Grimaldi, 

Momen, 1998), o que explicaria a adaptação destes parasitos aos diferentes 

ambientes aos quais estão sujeitos (Cupolillo et al., 2003), o mesmo não se pode 

dizer para a adaptação do parasito no hospedeiro vertebrado. 

Neste contexto, os estudos biológicos e de expressão gênica de fatores de 

virulência destes parasitos podem auxiliar na elucidação dos seus mecanismos de 

adaptação, e é 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 único isolado de LTA reunir vários potenciais de ação biológica na interação 

com o hospedeiro vertebrado, tendo como destaque a expressão das proteinases, 

enzimas envolvidas nas interações finas entre Leishmania e seus hospedeiros 

(Silva-Almeida et al., 2012). Essas enzimas são importantes para virulência e 

participam de várias fases do desenvolvimento deste parasito, e demais 

Leishmania sp, incluindo proliferação, nutrição, diferenciação, interação com 

hospedeiro e evasão da resposta imunológica (McKerrow et al., 2006). Desta 

forma, é importante identificar possíveis variações biológicas nas Leishmania spp 

e correlacionar esta variabilidade com a expressão de genes de virulência do 

parasito. Estas variações podem ter como consequência a produção de diferentes 

fenótipos, cujos reflexos podem estar associados à diversidade das 

manifestações clínicas da doença causada por esses parasitos. 

A primeira abordagem deste trabalho trata as proteinases como um dos 

fatores do parasito que influenciam no ciclo biológico das Leishmania spp. Neste 

tópico foi realizada uma análise genômica comparativa na organização dos genes 

de proteases entre L. (V.) braziliensis frente a três espécies: L. (L.) infantum, L. 

(L.) major e L. (L.) mexicana, com o propósito de identificar características 

espécie-específicas que poderiam contribuir para diferenças fenotípicas ou de 

virulência entre as espécies estudadas. Divergência, aquisição, perda e rearranjo 

genético dentro e entre regiões sintênicas vêm construindo os genomas dos 

tripanosomatídeos (El-Sayed et al., 2005) e podem explicar a organização e 

diversidade do degradoma de Leishmania spp (o conjunto de genes codificados 

pelo genoma de certo organismo) (López-Otín & Overall, 2002). 

Um achado interessante deste trabalho foi de que os genes de protease 

estão presentes em todos os cromossomos nas quatro espécies, porém ocorrem 

em diferentes quantidades. Fato consistente com a já reportada importância das 

proteases para estes parasitos, uma vez que revela que genes para estas 

enzimas são abundantemente dispersos entre os genomas de Leishmania spp, e 

é, complementarmente, uma indicação de que padrões de evolução distintos têm 

incidido entre as diferentes espécies. 

Outros estudos que tratam da organização genômica em Leishmania spp. 

têm sido conduzidos e relacionam a configuração estrutural desses genes com 
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características funcionais importantes. A organização destes genes em conjuntos 

repetidos permite os parasitos rapidamente gerarem um grande número de 

transcritos quando necessários em grande quantidade (Victoir & Dujardin, 2002). 

Outros autores sugerem que Leishmania spp. possuem uma estratégia para 

aumentar os níveis de RNAm duplicando genes em cromossomos dissômicos ou 

formando cromossomos supranumerários (Rogers et al, 2011). 

Tem sido proposto por Peacock et al (2007) que a ausência de sintenia não 

necessariamente indica uma diversidade linhagem-específica em Leishmania spp. 

Um dos primeiros estudos de genômica comparativa nestes parasitos indica que a 

despeito das variações fenotípicas entre as espécies, somente alguns genes são 

verdadeiramente espécie-específicos (Peacock et al., 2007). Em concordância 

com esse estudo nós também encontramos alguns genes que não mostravam 

semelhança 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 específicos. Previamente foi relatado que mais de 99% dos genes 

estão 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, o mesmo cenário é encontrado, uma vez que também observamos alta 

sintenia entre as espécies estudadas. 

Ao contemplarmos a utilidade de proteases dos parasitos como alvos para 

quimioterapia, é muito importante considerarmos a hipótese de que estas enzimas 

são únicas para espécies de Leishmania e bastante diferentes das enzimas 

correspondentes em seus hospedeiros mamíferos. Com a estratégia utilizada 

neste estudo não encontramos similaridade entre sequências de genes de 

proteases de Leishmania, frente a de genes de mamíferos, o que confirma a 

possibilidade das aspártico, cisteína, serina e metaloproteases serem bons alvos 

para quimioterapia. 

Uma observação que chamou a atenção foram os 36 genes para 

metaloproteases em L. (V.) braziliensis relacionados à zinco metaloprotease, 
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gp63. Esta metaloprotease é um fator de virulência muito bem caracterizado para 

Leishmania spp. e têm sido relatadas diversas funções na interação 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 organização dos genes de metaloproteases em espécies do 

subgenênero Viannia é bastante diferente das espécies do subgênero Leishmania 

(Voth et al., 1998). Esta predominância em L. (V.) braziliensis, peculiaridade 

também observada em L. (V.) guyanensis (Steinkraus et al., 1993), possui 

significado biológico ainda não completamente compreendido (Victoir & Dujardin, 

2002; Victoir et al., 2005). A amplificação de genes é um fenômeno comum em 

Leishmania (Iovannisci & Beverley, 1989; Inga et al., 1998; Kebede et al., 1999) e 

é uma fonte provável das diferenças entre os dois subgêneros, Leishmania e 

Viannia. Esta variação curiosa deve ter implicações 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 expressão desses genes 

de virulência estar relacionada a variações biológicas dentro de uma mesma cepa 

deste parasito. Na continuidade deste trabalho foi possível testar a hipótese de 

que um mesmo isolado de L. (V.) braziliensis não é homogêneo quanto à 

expressão de suas proteinases e quanto ao comportamento em cultura e na 

infecção de macrófagos murinos. 

Os parasitos L. (V.) braziliensis MCAN/BR/1998/R619, cepa Thor, foi o 

modelo escolhido para testar esta hipótese. A cepa foi isolada em um estudo de 

detecção de infecção em cães clinicamente suspeitos para LTA que residiam em 

áreas de loteamentos recentemente implantados no Município de Maricá - RJ, 

próximo da mata residual (Serra da Tiririca). O parasito foi isolado a partir da 

cultura de fragmentos obtidos de lesão ulcerada, localizada na bolsa escrotal de 

um cão da raça dinamarquês proveniente do bairro Itaipuaçu. O isolado foi 

caracterizado por isoenzimas apresentando padrão típico de L. (V.) braziliensis 

(Serra et al., 2003). 

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

apontam para uma expressão heterogênea 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 majoritárias anotadas no 

genoma deste parasito. Ainda, os amastigotas, de forma geral, expressaram mais 

proteinases que os promastigotas. Interessantemente, os dados deste estudo 

indicaram que em promastigotas a maior expressão foi de aspártico e 

metaloproteinase enquanto que nos amastigotas houve maior expressão de 

metaloproteinase e serina protease. Como proteinases são enzimas que atuam 

nas duas fases do ciclo biológico deste parasito, e são reconhecidos fatores de 

virulência na interação do parasito com o hospedeiro vertebrado (Silva-Almeida et 

al., 2012), o significado biológico destes achados pode ser interpretado como um 

potencial da cepa Thor de L. (V.) braziliensis de se adaptar aos diferentes 

hospedeiros. 

Os promastigotas metacíclicos e amastigotas são bioquimicamente pré-

adaptados para sobrevivência em pH ácido e, nestas condições, estão sujeitas à 

ação de proteinases diversas do hospedeiro e expressão de suas próprias 

proteinases. A atividade de proteinases em Leishmania é conhecida, e essas 

enzimas são essenciais ao ciclo de vida destes protozoários (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 expressão destes genes em 

amastigotas é um forte indício da importância destas enzimas na etapa do ciclo 

evolutivo nos hospedeiros vertebrados, em virtude das novas necessidades 

metabólicas e dos mecanismos de escape nestes hospedeiros (Silva-Almeida et 

al., 2012; Pereira et al., 2014). Ressalta-se ainda nosso achado de que a 

correlação positiva entre os dados de expressão de metaloproteinase em 

amastigotas e o índice endocítico reforça a importância desta classe de enzima 

nas primeiras horas da infecção. 

Chama a atenção que a maior expressão destas enzimas em amastigotas na 

cepa Thor e clones, está atrelada à mudança de ambiente, aqui representado 

pelo choque de temperatura e pH necessários para indução 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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os estudos clássicos de proteinases nas fases evolutivas das Leishmania spp são 

relativos a experimentos que informam sobre diferenças na atividade destas 

enzimas. Foi demonstrado que a atividade de metalo-, serina e aspártico 

proteinases foi menor durante a transformação de promastigotas em amastigotas 

induzida pelo choque térmico. Em contraste, a atividade de cisteína proteinase 

apresenta aumento concomitante à diferenciação de promastigota de L.(L.) 

amazonensis (Alves et al., 2005). Em relação à espécie L. (V.) braziliensis foi 

demonstrado, em recente estudo, que há uma modulação da expressão dos 

genes de cisteína 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 ótica do comportamento do parasito acompanhamos as curvas 

de crescimento dos clones comparando-as com a da cepa Thor. Com esta 

abordagem foi possível determinar as fases de crescimento exponencial e 

estacionário, sabendo que nesta última predominam as formas promastigotas 

metacíclicas (Cysne-Finkelstein et al., 1998). O comportamento in vitro dos clones 

confirma a constituição heterogênea da cepa. Embora não tenha havido diferença 

no dia em que os clones alcançaram a fase estacionária, todos no quarto dia da 

curva, foram observadas diferenças quanto ao tempo de replicação celular entre 

os clones. Algumas tendo crescimento mais rápido no início da curva e outras 

mais lento. 

Na continuidade deste estudo foram realizados ensaios biológicos com a 

cepa Thor e clones, que avaliassem fatores do hospedeiro que influenciam no 

ciclo biológico do parasito. Na infecção de macrófagos peritoneais de 

camundongos pudemos ver diferentes padrões de infecção variando desde alta 

carga parasitária em 24h de infecção a baixos índices de infecção no mesmo 

tempo, até resolução da infecção em 72h de experimento. Como em ensaios in 

vitro os macrófagos são capazes de destruir os parasitos quando no seu interior 

(Pearson et al., 1981), um ensaio experimental que acompanhe a infecção até 

72h dá um panorama mais real do potencial infectante dos parasitos estudados 

(Sacks & Perkins, 1984). Um estudo com outras cepas Leishmania spp. do 

subgênero Viannia verificou que estas são capazes de infectar macrófagos, 

entretanto não 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 mamíferos até 

72h. 

Um achado interessante foi a formação de grandes vacúolos parasitóforos 

nas infecções causadas por alguns clones, diferente do que é observado 

comumente na infecção pela espécie L. (V.) braziliensis (Zauli-Nascimento et al., 

2010). Vale ressaltar que a presença de grandes vacúolos ocorreu nas infecções 

com as maiores taxas. É senso comum entre os que trabalham com a espécie de 

que L. (V.) braziliensis produz vacúolos parasitóforos pequenos, difícil de observar 

pela microscopia óptica, de fato a literatura sobre a caracterização de vacúolos 

parasitóforos em espécies do subgênero Viannia é escassa, ao contrário 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 evidências apontadas neste estudo, de que a infecção in vitro dos 

macrófagos de camundongos BALB/c pelos parasitos estimulam diferentemente a 

produção de mediadores/reguladores da resposta imune inata é um indicativo do 

diversificado potencial de adaptação do parasito L. (V.) braziliensis 

(MCAN/BR/1998/R619) ao hospedeiro vertebrado. A infecção de macrófagos 

residentes desempenha um importante papel de sentinela nos estágios iniciais da 

infecção por Leishmania, pois respondem ao estresse infeccioso tendendo ou não 

ao controle a infecção (Lopes et al., 2014). De fato, os clones do parasito Thor 

revelaram tendências distintas na infecção de macrófagos, desde a eliminação 

total dos parasitos até taxas crescentes de infecção, o que significa que a L.(V.) 

braziliensis consegue manter um alto grau de variabilidade fenotípica no combate 

às ações deletérias do sistema imunológico do hospedeiro. 

Este diversificado perfil pôde ser agrupado, e constatamos que houve uma 

tendência indicando que os parasitos do grupo I são menos indutores de IL-1β e 

IL-6 do que os parasitos do grupo II, e que as citocinas TNF-α e IL-12p70 são 

induzidas pelos dois grupos de parasitos. As análises que demonstram correlação 

entre o índice de infecção e produção de IL-12p70 e NO corroboram com os 

achados de infecção mais brandas nas infecções causadas pelos parasitos do 

grupo I e mais intensas pelos do grupo II. 
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Possivelmente, o equilíbrio da infecção em macrófagos no modelo BALB/c 

seria influenciando pela complexa composição dos clones da cepa 

MCAN/BR/1998/R619. De maneira geral, estes camundongos são descritos como 

pertencentes a uma linhagem sensível à infecção por L. (L.) major (Scott et al., 

1988) e L. (L.) amazonensis (Pereira et al., 2008). No entanto, no caso da 

infecção por L. (V.) braziliensis o BALB/c consegue manter maior controle da 

infecção (DeKrey, Lima, Titus, 1998). Que pode ser explicado pelos achados 

deste trabalho quanto à predominância de parasitos com distintos potenciais de 

infecção de macrófago in vitro, simulando os possíveis eventos iniciais da 

infecção. 

Esta complexidade fornece distintos fatores que influenciam os eventos após 

a invasão das leishmanias, com indução da produção de TNF-α pelos macrófagos 

e posterior potencialização da ação do IFN- que vai promover a ativação dos 

macrófagos, a depender do clone do parasito resistente aos eventos inicias da 

infecção (Scott et al., 1988). De maneira geral, as citocinas da família IL-12 estão 

envolvidas no direcionamento de uma resposta do tipo Th1 em camundongos 

resistentes. Em infecção experimental com L. (L.) donovani foi proposto que 

citocinas como IL-6 e IL-12p40 cooperam para mediar proteção do hospedeiro na 

infecção, mas que agem de forma independente para regular a produção de IL-

10+ e a expansão de CD4+ no controle da infecção (Stäger et al., 2006). Também 

é descrito que a infecção por L. (L.) major reduz substancialmente a produção de 

NO e IL-12p40 por macrófagos B6 derivados de medula óssea de camundongos 

(Lopes et al., 2014). Possivelmente, a combinação dos clones de parasitos pode 

ser importante para o direcionamento final da infecção, pois há tendências 

distintas e complementares na indução 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 há distintas 

tendências em um único isolado. Não obstante o pequeno número de clones 

analisados, o agrupamento indicado pelo método de classificação hierárquica foi 

capaz de definir a complexidade destes parasitos. Ressalta-se que o conjunto de 

dados que mais influenciou para a definição dos grupos I e II da cepa Thor foi 
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aquele relativo à infecção em macrófagos. O que nos alerta para outros possíveis 

componentes do parasito e/ou hospedeiro envolvidos nos eventos iniciais da 

infecção.  

A diversidade da L. (V.) braziliensis provenientes de focos de diferentes 

regiões e biomas brasileiros sugere que possa existir uma relação entre origem 

geográfica 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 infecção e adaptação a 

vetores e hospedeiros. Ainda assim, não é claro como a organização 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 fenótipos e aumentar suas chances de 

sobrevivência nos hospedeiros.  
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6. CONCLUSÕES 



 

 

 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 conservação entre os alelos correspondentes; 

 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 mamíferos; 

 A cepa MCAN/BR/1998/R619 de L. (V.) braziliensis é composta 

por vários clones de parasitos e a obtenção e manutenção deles em cultura 

é possível; 

 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. 

 L. (V.) braziliensis (cepa MCAN/BR/98/R619) e seus clones 

produzem padrões distintos de infecção in vitro de macrófagos de 

camundongos BALB/c; 

 A produção de citocinas em sobrenadantes de infecção de 

macrófagos murinos é heterogênea entre os clones da cepa 

MCAN/BR/1998/R619. Algumas são menos indutoras de IL-1β e IL-6, e as 

citocinas TNF-α e IL-12p70, bem como o óxido nítrico, são induzidas de 

forma distribuída pelos clones estudados; 

 A análise de agrupamento permitiu a classificação de dois grupos 

distintos de clones da cepa MCAN/BR/1998/R619, obtidas neste estudo. O 

conjunto de dados que mais influenciou para a definição destes grupos foi 

o relativo à infecção em macrófagos peritoneais murinos. 

 Os clones de L. (V.) braziliensis cepa MCAN/BR/1998/R619 

apresentam distintos perfis biológicos e quanto à expressão dos genes de 

protease; 
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 Os clones da cepa MCAN/BR/1998/R619 expressam 

diferentemente os genes das quatro classes de proteinases. Os 

amastigotas expressam mais proteinases que os promastigotas.  

 Entre os promastigotas da cepa MCAN/BR/1998/R619 há maior 

expressão de aspártico e metaloproteinase e entre os amastigotas há 

maior expressão de metalo- e serina proteinases. 
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