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RESUMO
TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

CINTHIA BERNARDES GOMES

A Leishmania (Viannia) braziliensis possui um mecanismo adaptativo auxiliado
pelas cisteina proteinases B (CPB), uma enzima similar & catepsina L. O foco
deste trabalho é estudar a expressdo das isoformas dos genes da cpb
(LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and LbrM.08.0830) e a atividade enzimatica da
CPB durante a diferenciagdo do parasito, induzida pelo choque de pH e
temperatura. Tendo como base a sequéncia a 3'UTR dos genes cpb, avaliou-se
0s niveis de expressdo relativa do gene LbrM.08.0810 que revelou uma maior
guantidade de transcritos na fase logaritmica dos promastigotas em relacdo a
fase estacionaria (> 1.5 x). A expressdo dos genes cpb diminuiram durante o
choque em pH acido e apds o choque de temperatura, o qual foi seguido por um
aumento desta expressdo nos demais pontos analisados (> 1,3x). Os genes
LbrM.08.0820 LbrM.08.0830 mostraram perfis de expressdo semelhante ao gene
LbrM.08.0810, mas em menores niveis. Adicionalmente, a variacdo dos niveis de
cisteina proteinases foram analisadas apartir da flutuacéo da atividade proteolitica
(baseado no substrato Z- Phe-Arg-7-amino-4-metilcoumarina) em amostras de
proteina das culturas submetidas a transformacao in vitro. Os resultados obtidos
mostraram um aumento gradual da atividade enzimatica para cada ponto do
processo de diferenciacdo, em relacdo aos niveis de protedlise em amostras de
promastigotas de fase logaritmica (3,1 + 0,30 mmol mint.mg proteina-1) a um
pico de atividade apds 72 horas de incubacéo a 32 °C (x 4,2 0,30 mmol min-1.mg
proteina-1), seguido por uma diminuicdo aguda apds 96 horas de incubacéo a 32
°C (2,8 + 0,30 nmol minl.mg proteinl). As atividades foram inibidas por Z-Phe-
Phe-Fluorometil Cetona e trans-epoxisuccinil-L-leucilamida (4-guanidino) butano,
provando se tratar de cisteina proteinases semelhantes a catepsina - L. Utilizando
ensaios de ressonancia de plasma de superficie, foi possivel demonstrar que a
enzima recombinante rCPB LbrM.08.0810 é capaz de se ligar a E-64, a pH 5,0 e
pH 7,0 com as melhores constantes de equilibrio. Coletivamente estes resultados
indicam pela primeira vez a modulagdo da expressdo e a potencial atividade
biolégica de catepsina-L simile durante a diferenciacdo in vitro de L. (V.)
braziliensis induzida pelo choque de pH acido e pelo aumento de temperatura. O
conjunto de resultados obtidos nesse trabalho indica que as cisteina proteinases
atuam nas etapas de diferenciagédo da L. (V.) braziliensis.
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Cysteine protease B of Leishmania (V.) braziliensis: biochemical characterization

and modulation of expression during differentiation in vitro

ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

CINTHIA BERNARDES GOMES

Leishmania (viannia) braziliensis presents adaptive mechanisms helped of their
proteinases, as cysteine proteinases B (CPB), a cathepsin L-like enzyme. The
focus of this work is the cpb gene isoforms (Ibrm.08.0810, Ibrm.08.0820 and
Ibrm.08.0830) expression and the cpb enzymatic activity in the parasite during
differentiation induced by acid ph and high temperature shocks. We assessed the
relative expression levels of the gene Ibrm.08.0810 and observed a higher quantity
of transcripts in logarithmic phase promastigotes than in stationary phase
promastigotes (> 1.5 times). Cbp genes trend to decrease during acid ph shock
was followed by an increase after temperature shock, in the all assayed points
(> 1.3 times). The genes Ibrm.08.0820 and Ibrm.08.0830 showed expression
profiles similar to the gene Ibrm.08.0810, but with overall lower levels. Additionally,
the cysteine proteinases levels variation were analyzed by proteolytic activity
fluctuation (based on substrate z-Phe-Arg 7-amido-4-methylcoumarin
hydrochloride) in protein samples from of the cultures submitted to in vitro
transformation. The data obtained herein show a gradual increase of enzymatic
activity for each point of the differentiation process, from levels of proteolysis in
samples of logarithmic phase promastigotes (3.1 + 0.30 mmol mint.mg proteint)
to a peak of activity after 72 hours of 32°c incubation (4.2 + 0.30 mmol mint.mg
proteint), followed by an acute decrease after 96 hours of 32°c incubation (2.8 +
0.30 nmol mint.mg protein!). The proteinases activities were inhibited by z-phe-
phe-fluoromethyl ketone and and trans-epoxysuccinyl-l-leucylamido(4-
guanidino)butane proving their source as cathepsin-like cysteine proteinases. By
using surface plasmon resonance assays, was possible to show that the
recombinant rcpb lbrm.08.0810 enzyme is able to bind to the trans-epoxysuccinyl-
I-leucylamido(4-guanidino)butane at pH 5.0 and pH 7.0 with the best equilibrium
constants. Collectively these results indicate for the first time the modulation of
cathepsin L - like expression and of its potential biological activity during the
L. (V.) braziliensis in vitro differentiation induced by acid ph and high temperature.
The set of results obtained in this study indicates that the cysteine proteinase acts
in the differentiation stages of L. (V.) braziliensis.
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1.1 - Consideragdes gerais sobre as leishmanioses

As doencas tropicais negligenciadas, conforme definido pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), referem-se as doencas infecciosas que ocorrem em
regides tropicais do planeta e incluem varias enfermidades, dentre elas malaria,
leishmanioses, esquistossomose, oncocercose, filariose linfatica, tripanossomiase
e dengue. O conjunto destas doencgas contribui as altas taxas de morbidade e
mortalidade dos paises em desenvolvimento e gerando um claro énus econémico
(Daumerie et al., 2010). Dentre estas enfermidades destacam-se as doencas
causadas pelas espécies do género Leishmania as quais incluem cerca de 21
espécies agrupadas em dois grandes subgéneros: Leishmania e Viannia. As
espécies também podem ser classificadas de acordo com a distribuicdo
geografica das areas endémicas como espécies do Velho Mundo (Europa e Asia)
e do Novo Mundo (Américas). Com relacdo aos vetores, o género Lutzomyia esta
associado a transmissdo de espécies de Leishmania spp no Novo Mundo,

enquanto que o género Phlebotomus, transmite espécies do Velho Mundo.

As manifestacdes clinicas da leishmaniose variam de lesGes ulceradas na pele
até as formas disseminadas. O espectro de apresentacfes clinicas nos casos
humanos inclui: a leishmaniose visceral acarretada por espécies do complexo

Leishmania donovani, e leishmaniose tegumentar causada pelas espécies que

compdes 0s complexos, como exemplo: Leishmania trépica,
Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) aethiopica,
Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (Viannia) braziliensis,

Leishmania (Viannia) naiff e Leishmania (Viannia) lainsoni. Ndo € possivel
determinar o numero real de casos destas formas clinicas, mas certamente
supera os relatados e possivelmente o estimado (Alvar et al., 2012). Da mesma
forma, o nimero de mortes pela doenca € também subestimado em varios desses
paises, sendo que uma das razdes é a morte do individuo antes da doenca ser
diagnosticada. Entretanto, baseando-se no relato de alguns paises, estima-se que
o numero de mortes por leishmaniose visceral seja de 20.000 a 40.000 pessoas

por ano (Alvar et al., 2012).

No Brasil, no periodo de 2000 a 2013, a leishmaniose tegumentar (LT)

apresentou média anual de 24.694 casos registrados e coeficiente médio de
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deteccdo de 13,5 casos por 100 mil habitantes. Ja para a leishmaniose visceral
foram relatados 3.253 casos. [http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/vigilancia-

de-a-a-z] Acessado em: 07 de novembro de 2015.

A leishmaniose tegumentar americana permanece endémica em vastas areas
da América Latina. Os agentes causadores da doenca s&do al. (Viannia)
braziliensis, L. (L.) mexicana, L. (V.) panamensis, e outras espécies relacionadas.
As trés formas clinicas de LTA humana sao: leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucosa (LM) e leishmaniose disseminada (LD). A LD é uma
emergente de LTA causada por L. braziliensis, que ocorre, principalmente, no
Nordeste do Brasil. No Brasil, a LTA apresenta ampla distribuicdo com registro de
casos em todas as regides brasileiras. No periodo de 1988 a 2007, a LTA
apresentou média anual de 27.736 casos autoctones registrados e coeficiente de
deteccdo médio de 17,3 casos por 100.000 habitantes. Dados recentes mostram
que o numero de casos de LTA no Brasil foi de 21.147 e a taxa de mortalidade foi

de 231 casos em 2010.

A LC apresenta-se com uma ou mais lesdes cutaneas ulceradas, que
geralmente responde bem a terapia antimonial tradicional e tendem a
cicatrizacdo. Na LD, mdltiplas lesbes de pele, ulceradas sdo frequentemente
encontradas disseminadas pelo corpo do paciente, as quais podem ser
precedidas por um periodo curto e transitorio de febre baixa. A LM é a forma mais
grave da LTA, afetando, principalmente as mucosas da boca, nariz e a faringe.
Isso pode causar lesdes faciais desfigurativas e deformacdes potencialmente

letais nos individuos afetados (Ministério da Saude, 2007).

As medidas de controle e prevencédo ainda estéo restritas ao controle vetorial
e dos reservatérios, e ao tratamento dos doentes (Singh et al.,, 2012). Vacinas
antileishmania de segunda geracdo sO devem estar disponiveis em 25 anos.
Desta forma, importante se faz investir em estudos dos fatores de viruléncia
destes parasitos para o melhor entendimento da relacdo entre o parasito e seus
hospedeiros, servindo como subsidio no desenvolvimento de novos farmacos
e/ou vacinas, e as cisteina-proteinases constituem um destes fatores de

viruléncia.



1.2 - A Leishmania (Vianna) braziliensis e o seu ciclo bioldgico

A atual posicédo taxondémica da L (V.) braziliensis considera o parasito como
sendo do Sub-reino Protozoa, Ordem Kinetoplastida e Familia Trypanosomatidae
(Vickkerman,1976). Entre os oitos géneros que compde essa Familia, encontra-se
0 género Leishmania que, por sua vez, relne as sec¢des Paraleishmania e
Euleishmania (Figura 1). A sec¢do Euleishmania compreende o subgénero Viannia
e outros dois subgéneros, Leishmania e Sauroleishmania. Somente as espécies
dos subgéneros Leishmania e Viannia sdo descritas como causadoras de doenca
no homem, enquanto que os parasitos do subgénero Sauroleishmania tem relatos
de ocorréncia em répteis. Além disso, os parasitos do subgénero Viannia sdo
reconhecidos pelo comportamento peripilarico por colonizarem a parte posterior
do tubo digestivo e no intestino médio abdominal do hospedeiro. Os parasitos do
subgénero Leishmania sdo reconhecidos pelo comportamento suprapilarico, por
ocuparem a porcdo do tubo digestivo anterior ao piloro do hospedeiro
invertebrado, principalmente nas regibes abdominais e torécicas do intestino
médio. Ja4 os parasitos do subgénero Sauroleishmania tem comportamento
hipopilarico, estando seu desenvolvimento restrito ao intestino posterior dos

hospedeiros invertebrados (Killick-Kendrick, 1999).

Durante o ciclo de vida da L. (V.) brazilisensis, assim como as demais espécies
deste género, o parasito apresenta duas formas evolutivas: promastigotas,
presentes em insetos vetores e amastigotas intracelulares, encontradas em
hospedeiros vertebrados (Muskus & Marin-villa, 2002). As formas amastigotas
sdo imoéveis sem flagelo livre e com morfologia arredondada, que parasitam
células do Sistema Fagocitario Mononuclear de mamiferos (Figura 2). O ndcleo
tem uma localizacdo central, anterior ao cinetoplasto, que é uma parte da
mitocdndria onde o DNA mitocondrial esta organizado juntamente com uma matriz

de fibras finas.

As formas promastigotas apresentam flagelos livres e podem ser vistas em
cultura e no intestino médio de insetos fémeas da subfamilia Phlebotominae
(Diptera, Psychodidae), que promovem um movimento em um curso espiral
(Nieve & Pimenta, 2000; Genaro et al., 2002). A infeccdo do inseto ocorre no

momento do repasto sanguineo, quando suga o sangue contendo amastigotas ou
4



macrofagos infectados. No trato digestivo do vetor, ocorre rompimento da
membrana dos macrofagos e as amastigotas liberadas diferenciam-se em
promastigota que séo capazes de se multiplicar (Figura 2).

Durante o ciclo de vida deste parasito, ap0s digestdo do sangue, 0s
promastigotas migram para a regido anterior do inseto e sofrem um processo de
diferenciagdo, denominado metaciclogénese. Durante a metaciclogénese, o0s
promastigotas apresentam reducdo de tamanho do corpo celular, tornam-se
extremamente moveis e altamente infectivos, passando a ser denominadas de
metaciclicas (Mojtahedi et al., 2008). As formas metaciclicas colonizam a glandula
salivar do inseto e séo transferidas ao hospedeiro vertebrado no momento da
picada, durante um novo repasto sanguineo. Em seguida, no local da picada,
estas sao fagocitadas por células do sistema fagocitico mononuclear presentes na

derme.

De maneira geral, a fagocitose das Leishmania spp € mediada por receptores
da célula hospedeira (Receptor de complemento do tipo 1, Receptor 3 do
complemento, Receptor mineralocorticoide, Receptor de fibronectina molécula de
adesao intercelular ndo-integrina especifica de células dendritica, o que favorece
a sobrevivéncia intracelular deste parasito, ou seja, contribui na viruléncia (Ueno
& Wilson., 2012). No interior dos fagossomas, as formas promastigotas se
diferenciam em amastigotas, células arredondadas e com flagelo contido na bolsa
flagelar. Este periodo de diferenciacdo pode levar de 2 a 5 dias (Courret et al.,
2002)

Os fagossomas que contém o parasito fundem-se com vesiculas endociticas e
com lisossomas. Os amastigotas sdo resistentes as enzimas e ao pH &cido do
fagolisossoma, conseguindo se multiplicar no interior de vacuolos parasitoforos
por divisdo binaria. A fagocitose requer uma interacdo sequencial e circunferencial
entre receptores especializados na superficie das células fagociticas e ligantes
complementares na superficie das particulas fagocitadas. Como os promastigotas
de Leishmania spp se aderem aos fagécitos na regido polar, pode-se entdo
presumir que sua internalizagdo é feita pelo alongamento de pseuddpodes em
torno do parasito de forma radial. A localizacdo no sitio intracelular da Leishmania
spp €& predominantemente no vacuolo parasitofago (VP), podendo residir
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individualmente ou em grandes vacuolos com varias formas amastigotas (Rittig &
Bogdan, 2000). Entretanto, em estudos com pacientes com a forma cutanea
foram observados um pequeno numero de formas amastigotas na regido
citosdlica da célula, e a partir de entédo foi verificada a possibilidade, de nesses
casos, ser induzida a resposta imunitaria mediada pelo MHC de classe |.

Uma vez dentro do fagocito mononuclear, os promastigotas sofrem
significantes alteracdes bioquimicas e metabdlicas, as quais resultam na forma
amastigota. E provavel que o limen do fagolisossomo contenha uma variedade
de fontes de carbono e nutrientes essenciais, mas seja pobre em hexoses
(Garami & llg, 2001; Naderer et al., 2006). Além disso, as formas amastigotas de
Leishmania spp desenvolveram mecanismos para subverter e escapar da agao
dos macrofagos, podendo reinvadir células dendriticas e fibroblastos, bem como
novos macrofagos (Handman & Bullen, 2002).

De maneira geral, o grau de disseminacdo dos amastigotas no corpo do
hospedeiro mamifero vem sendo relacionado a espécie de leishmania e a
temperatura dos orgaos afetados. Em humanos, por exemplo, as leishmanias
responsaveis pela forma visceral crescem na faixa de temperatura entre 37°C e
38°C, enquanto as espécies que determinam leishmaniose cutédnea, como a
L. (V.) braziliensis a 34°C (Melo, 2004)
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Figura 1: Taxonomia do género Leishmania. A posi¢ao taxondmica destes parasitos considera a inclusdo das secoes

e subgéneros, e a divisdo dos subgéneros em diferentes complexos e espécies. Em destaque alguns representantes do
complexo Leishmania braziliensis. (Adaptada de Cupolillo, Boité, Porrozzi, 2014).
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Figura 2: Representacdo esquematica das fases do ciclo bioldgico
da Leishmania spp. Os promastigotas (1) sdo formas alongadas com flagelo livre
no meio extracelular que aderem a luz do trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados (flebotomineos) (2) onde a temperatura é entorno de 26 °C. Essa
adesao inicial faz com que os parasitos sobrevivam aos movimentos peristalticos
do intestino durante o processo de digestdo. Quando o fleb6tomo infectado com a
Leishmania sp realiza o repasto sanguineo, transmite 0s promastigotas infectivos
que estao principalmente livres ou aderidas na porcao anterior do aparelho bucal
do inseto. No hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas se diferenciam em
amastigotas (3) que nao apresenta flagelo livre, onde a temperatura pode variar
de 32°C (parasitos que ocorrem em lesdes na superficie da pele) a 34 °C
(parasitos que ocorrem em les6es em 6rgaos mais internos) de células como os
macréfagos (4), podem ser encontrados varios ou apenas uma amastigota nos
vacuolos parasitoforos, onde desenvolvem-se e multiplicam-se no meio acido

(Gomes-Bernardes et al.,2016).



1.3. Expresséo génica em Leishmania spp

Leismania spp, assim como todos os tripanossomatideos, exibe um numero
extraordindrio de fenémenos biolégicos de grande interesse, especialmente
agueles que envolvem o processamento do RNA, que sdo dramaticamente
diferentes dos paradigmas dos eucariotos. Entre eles estdo o trans-splicing do
pré-mRNA (Agabian, 1990) e as extensivas reacdes de edicdo do pré-mRNA por
adicdo/delecao de uridina (Stuart et al., 2005). Entretanto, a caracteristica mais
marcante € a organizacdo dos genes nos cromossomos. Os 8.300 genes da
Leishmania estdo organizados em grandes grupos policistronicos compreendendo
até 100 genes (Myler et al., 2001).

A transcricdo policistrénica € iniciada por uma RNA polymerase Il (pol 1) na
auséncia de fatores e sequéncias promotoras tipicas da pol Il. O mRNA se torna
maduro por duas reacdes conjuntas: o trans-splicing de um exon spliced-leader
(SL) para um capeamento do final ‘5 e a poliadenilacédo no final 3’ (Liang et al.,
2003). A adicdo de um exon SL de 39 nucleotideos resulta em um mRNAs com
uma estrutura “cap” 5’hipermetilada, que é bastante diferente da estrutura cap
conhecida em eucariotos (Bangs et al.,1992). Um mecanismo incomum de
geracdo do mRNA maduro, inclui uma regulagéo individual da expressao génica
no inicio da transcricdo. A transcricdo pela pol Il parece ser constitutiva dentro de
uma mesma unidade policistrénica. Recentes estudos sugerem que a estrutura da
cromatina, em parte através de modificacdes na histona, pode determinar o ponto
de inicio e final de transcricdo (Siegel et al., 2009). Desta forma, a regulacdo da
expressao génica nestes organismos € quase que exclusivamente no nivel pos-
transcricional e pode envolver um mecanismo alternativo de trans-splicing ou
poliadenilacdo, estabilidade do mRNA, eficiéncia na traducdo, e modificacdes pds
traducionais e estabilidade da proteina (Clayton, 2007; Haile & Papadopoulou,
2007).

Durante o seu ciclo digenético de vida, as Leishmania spp sofrem profundas
modifica¢cdes bioquimicas e morfologicas, que permite a adaptagéo aos diferentes
ambientes em que se encontra. Estudos sobre o perfil global da expressao dos
genes destacam que 3-9% dos genes em algumas espécies de Leishmania spp

sdo moduladas em nivel de mRNA e até 12-18% sao reguladas em nivel da
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proteina (Saxena et al.,, 2007; Mcnicoll et al., 2006; Rochette et al., 2005;
Rochette et al., 2009; Holzer et al., 2006; Rosenzweing et al., 2008; Leifso et al.,
2007).

Um grande numero de genes/proteinas e elementos cis-acting sdo associados
a fase de vida do parasito e sédo regulados pdés-transcricionalmente (Boucher et
al.,2002; Mcnicoll et al., 2005; Foucher et al., 2006; Mcnicoll et al., 2006,
Rochetter et al., 2007; Bringaud et al., 2007; Rochette et al., 2008; Haile et al.,
2008; Smith et al., 2009). Alguns transcritos amastigota-especificos, incluindo os
transcritos amastina, que codificam a maior familia de proteinas de superficie em
Leishmania sp (WU et al., 2002; Rochette et al., 2005), sdo regulados na traducao
por um elemento 3’'UTR conservado de 450 nucleotideos (Rochette et al., 2005;
Mcnicoll et al., 2005; Leifso et al., 2007). Foi mostrado também, uma degradacéo,
especifica dos transcritos amastina em promastigotas, mediada por um elemento
rico em Uridina na regidao 3'UTR na qual a regulacdo envolve um mecanismo

novo, a desadenilacdo decapeamento-independente (Haile et al., 2008).

Além do controle pds-transcricional, modificacbes epigenéticas também
parecem desempenhar um papel na modelagem da estrutura da cromatina e,
portanto, no controle da expressdo génica. Outro evento biolégico que afeta a
expressao dos genes e também a capacidade de adaptacdo de Leishmania spp e
amplificacdo génica. Em células de mamiferos, eventos de amplificacdo génica
sdo normalmente associados a instabilidade gendmica. Neste fendmeno ocorre o
aumento do numero de copias de genes devido a geracao de moléculas circulares

ou lineares de DNA extracromossomiais (Beverley, 1991)

Em algumas espécies de Leishmania, a amplificacdo génica parece ser
explorada como um recurso para aumentar o namero de copias de genes de
transitdria, tornado- se determinante na regulacéo da expresséo génica. E notavel
qgue niveis de RNA de genes contidos em segmento de DNA extracromossomais
sao geralmente aumentados (Leprohon, Legare et al., 2009) e isto pode ser
devido também a diferencas de padrdo epigenético entre epissomos e

cromossomos (Thomas et al., 2007).
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Nos casos melhores estudados, os eventos de amplificacdo génica estao
associados a mecanismos de resisténcia a drogas. Além das implicacdes que
este fato tem sobre o tratamento das leishmanioses, isso também tem profundo
impacto na manipulacdo genética deste parasito em linhagens cultivadas em
laboratério. Apesar da relevancia da amplificacdo génica para a biologia dos
tripanossomatideos, pouco se sabe sobre as maquinarias envolvidas neste

processo e tampouco sobre a sua regulacao.

Os estudos de regulacdo génica em protozoarios do género Leishmania, e si,
se justifica devido ao impacto das leishmanioses na saude publica. Mas, além
disto, estes estudos de um modo geral podem oferecer uma compreensao melhor
da evolucdo dos eucariotos e dos processos moleculares relacionados a
manutencdo da estabilidade genbmica. Estes protozoarios apresentam a
plasticidade gendmica e, apesar disso, 0s mecanismos de sinalizacdo de danos
de DNA permanecem amplamente desconhecidos nestes organismos quando
comparado ao que sabemos sobre este assunto em eucariotos superiores
(Slamon et al.,1987).

A caracterizacdo de algumas proteinas relacionadas ao metabolismo de DNA
em tripanossomatideos sugere que estes protozoarios lidam com a manutencao
do genoma de forma bastante peculiar. A replicacdo em Leishmania spp também
parece ser regida por processos regulatérios ndo convencionais uma vez que 0S
ndameros de copias de cromossomos podem variar entre diferentes isolados de
uma mesma espécie (Sterkers & Lachaud, 2011). Entretanto, os mecanismos
moleculares que regulam a sinalizacdo dos danos no DNA ainda sdo muito
limitados. Algumas observacdes experimentais, no entanto, sugerem que em
Trypanosoma brucei e L. (L.) major o remodelamento da cromatina é requerido
para resposta ao estresse genotoxico (Nardelli & Da Cunha et al.,2009; Glover &
Horn 2012; Scher et al.,2012).
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1.4 - Fatores de viruléncia de Leishmania spp

O parasitismo das Leishmania spp decorre da existéncia de fatores de
viruléncia que contribuem para a patogenicidade desses protozoérios, o que inclui
0S mecanimos de adeséo, invasdo e evasao da resposta imune do hospedeiro.
De maneira geral, as Leishmania spp podem ser reconhecidas por fagdcitos
através de suas proteinas no momento que interagem com receptores de
reconhecimento de patdgenos expressos nos fagécitos. Alguns estudos propoem
gue esse reconhecimento sirva para a ativacao da imunidade inata, bem como um
sinal para os processos da imunidade adquirida (Muzio et al., 2000; Janeway &
Medzhitov, 2002). Estudo recente demonstrou que, a entrada e sobrevivéncia de
Leishmania spp em macréfagos, s6 sdo possiveis com a prévia infeccdo de
neutréfilos que sdo recrutados como uma resposta normal a picada do inseto.
Novos achados indicam que Leishmania spp sdo capazes de infectar os
neutrofilos, sendo estes fagocitados por macrofagos, e assim desencadear um
processo no macréfago conhecido como modelo "cavalo de Troia" (Jochim &
Teixeira, 2009).

Os macrofagos sao oriundos da migracdo dos mondcitos ao sitio infeccioso,
gue ocorre nos estagios iniciais apdés a picada do inseto, promovida pelos
produtos da saliva do inseto vetor. A maturacdo destas células se da pelo
processamento antigénico, induzindo sua ativacdo e producdo de mediadores,
como as quimiocinas, dentre elas podemos citar a proteina inflamatoria
macrofagica (MIP-1B8) (Van Zandbergen et al., 2004). Nessa situacdo, 0s
macréfagos sdo capazes de liberar citocinas que agirdo diretamente na ativagao e
recrutamento de células T. Estas células desempenham papel muito importante,
tanto diretamente, por mediarem respostas celulares na ativagdo dos proprios
macréfagos residentes, quanto indiretamente, na regulacdo e producdo de
anticorpos produzidos por plasmaocitos que derivam de linfocitos B (Martinez et al.,
2009). Além disso, alguns fatores de viruléncia destes parasitos tém a capacidade
de influenciar a resposta imunitaria a Leishmania spp, participando diretamente na
resisténcia ou susceptibilidade a doenca, dentre eles podemos citar o0s

mediadores inflamatorios e outras moléculas (Serezani et al., 2006).
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Entre os principais fatores de viruléncia e patogenicidade das Leishmania spp.
destacam-se:  glicofosfolipideos (GIPL - glicoinositolphospholipid), os
lipofosfoglicanos (LPG - lipophosphoglycan), proteofosfoglicanos (PPG -
proteophosphoglycan), a proteina de membrana de cinetoplastideos de 11 kDa

(KMP-11 - 11 kDa kinetoplastid membrane protein) e as proteases.
1.4.1. Glicofosfolipideos

Os GIPLs estdo presentes na superficie celular e revestindo estruturas
intracelulares de Leishmania sendo o glicolipideo mais abundante (MCCONVILLE
& FERGUSON, 1993). Apesar de estruturalmente analogos as ancoras GPI, os
GIPLs apresentam diversas modificagées bioquimicas durante sua sintese, como
adicao de cadeias laterais e intensas substituicbes em sua ancora lipidica além de
estarem expressos em grandes quantidades (McConville & Ferguson, 1993), por
isso representam produtos metabdlicos distintos ao invés de simples precursores
de ancoras (Lillico et al., 2003; Zawadzki et al., 1998). Estruturalmente, os GIPLs,
apresentam um grande polimorfismo, entretanto possuem uma estrutura basica
conservada de Mana1-4GlIcN ligada a porc¢dao lipidica, normalmente composta por
alquil-acil-glicerol ou lisoglicerolliso-alquil-glicerol (liso-Pl), por um residuo de
fosfatidilinositol (PI) (McConville et al., 1990).

Estudos iniciais descreveram a participagdo dos GIPLs de L. (L.) major na
resposta humoral, desencadeando a producédo de altos titulos de anticorpos anti-
galactose em humanos. Resultados semelhantes foram observados por outro
grupo em L. (L) major, L.donavani, L. mexicana e L. brasiliensis. A primeira
evidencia de que os GIPLs de Leishmania desempenhariam um papel na
imunidade inata foi demonstrada durante a inibicdo da producdo de NO por

macrofagos murinos por estas moléculas (Proudfoot et al.,1995).

ApoOs o reconhecimento dos receptores na membrana, os GIPLs sdo capazes
de desencadear diferentes respostas intracelulares. Foi demonstrado que o0s
GIPLs de L. mexicana sédo capazes de ativar vias de sinalizacdo através de
proteinas tirosina — quinase (PTKs) (Tachado et al., 1997), que é uma importante
via de modulacdo de varios processos como diferenciacao celular, crescimento,

metabolismo e apoptose (Geer et al.,1994).
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Em parte, a dificuldade de se estudar o papel dos GIPLs se deve ao fato de
que estes compartilham vias metabdlicas com outras moléculas semelhantes e a
auséncia de mutantes especificos. Entretanto, a geracdo de mutantes deficientes
parcial ou totalmente de GIPLs sugeriu sua participacdo na infeccdo por

L. amazonensis e L. mexicana (Garami et al., 2001).

1.4.2. LIPOFOSFOGLICANOS

O LPG é o glicoconjugado mais abundante na forma promastigota, sendo que
na forma invasiva metaciclica apresenta o numero de repeticdbes de
oligossacarideos fosforilados duplicado e alguns constituintes alterados. Além
disso, ele atua na sobrevivéncia do parasita durante a transmissdo pelo vetor,
protegendo-o contra o sistema complemento e agindo como ligante para adesao
ao macrofago (Puentes et al., 1990; McConville et al., 1992). Durante o ciclo
biolégico do parasito, a passagem da forma promastigota para a forma amastigota
€ acompanhada por uma diminuicdo da expresséo do LPG.

Com isso, de maneira geral, durante a fase inicial da infeccdo, o LPG promove
a sobrevivéncia intracelular de promastigotas, inibindo, no interior do macréfago, a
fusdo do fagossomo com os lisossomos (Desjardins & Descoteaux, 1997). A
caracterizagdo estrutural do LPG demonstra uma completa conservacdo da
ancora lipidica, do heptassacarideo e da composicdo de dissacarideos
fosforilados. Contudo, o LPG apresenta intensa variabilidade na composicao e
sequéncia de acucares ligados as unidades repetitivas, um pequeno
oligossacarideo neutro formando uma estrutura do tipo '‘cap’' (Mcconville et al.,
1992, 1995; llg et al., 1992; Soares et al., 2004).

ApOs a metaciclogénese, a molécula de LPG dobra de tamanho devido ao
aumento do numero de unidades repetitivas (Sacks et al., 1995; Barron & Turco,
2006). Mudancas qualitativas nas unidades repetitivas também ocorrem no LPG
de L. (L.) major no qual os residuos de galactose sdo substituidos por arabinose

nas formas metaciclicas (Mcconville et al., 1992).

Em relacdo as especies de leishmania, os LPGs foram majoritariamente
caracterizados em espécies do parasito do Velho Mundo L. (L.) major (Mcconville
et al., 1990), L. tropica (Mcconville et al., 1995, Soares et al. , 2004); L. aethiopica
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(Mcconville et al., 1995) e L. donovani (Suddo e India) (Sacks et al., 1995;
Mahoney et al., 1999).

Nas formas prociclicas de L. (V) braziliensis, o LPG néo apresenta cadeias
laterais em suas unidades repetitivas, equanto podem ser observados de um a
dois residuos de B-glicose na forma metaciclica. O LPG de L. (L.) infantum, ainda
ndo completamente caracterizado na forma metaciclica, apresenta cadeias
laterais com até trés glicoses nas unidades repetitivas das formas prociclicas.
Esses polimorfismos nas unidades repetitivas do LPG e seu papel na interacéo
com os hospedeiros vertebrado e invertebrado ja foram amplamente estudados
nas espécies de Leishmania do Velho Mundo. Entretanto, para as espécies do
Novo Mundo, ndo se sabe o real papel desses polimorfismos, e se essas
diferencas, na estrutura e distribuicdo do LPG, sdo apenas importantes nos
diferentes estagios de desenvolvimento da Leishmania ou podem também refletir

o perfil imunopatoldgico da doenca.

Diferentemente, nas espécies do Novo Mundo [L. mexicana (llg et al., 1992), L.
infantum e L. (V.) braziliensis (Soares et al., 2002), L. infantum (cepa PP75)],
cujos estudos sdo menos intensos o LPG caracterizado possui residuos de [3-
glicose em aproximadamente 1/3 das unidades repetitivas, ocorrendo uma
diminuicdo na expressao dessas glicoses nas formas metaciclicas (Soares et al.,
2002). Similarmente, de cadeias laterais com até trés glicoses foram também
observadas no LPG de outra cepa de L. infantum (BH46) (Coelhofinamore et al.,
2011). Em L. (V.) braziliensis (cepa M2903) o LPG n&o possui cadeias laterais em
sua forma prociclica do parasito, enquanto um a dois residuos de B-glicose
podem ser adicionados nas unidades repetitivas das formas metaciclicas (Soares
et al., 2005).

Ainda néo foi suficientemente definida a relevancia destes polimorfismos na
estrutura dos LPGs no processo de interacdo com macrofagos murinos. Do que
foi exposto, é possivel concluir que o LPG constitui um fator de viruléncia
multifuncional, tendo importancia na interagcdo dos parasitos com o hospedeiro
vertebrado e invertebrado. Dentre os glicoconjugados, apenas o LPG foi
identificado como importante na adesao ao epitélio do intestino médio do vetor.
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Schlein et al., (1990) mostraram que o LPG de Leishmania inibe a sintese de
enzimas proteoliticas pelo epitélio intestinal de P. papatasi. Pimenta et al., (1992)
e Sacks et al., (1994) demonstraram que o LPG também protege o parasito de um
ataque direto das enzimas proteoliticas e favorece a adeséo ao epitélio impedindo

que sejam excretados apoés digestao.

A variabilidade da estrutura do LPG também estabelece uma interacdo espécie
especifica entre Leishmania-flebotomineo (Pimenta et al., 1994). Estas evidéncias
foram confirmadas por outros autores utilizando mutantes deficientes na sintese
de LPG. Dessa forma, estudos demonstraram que mutantes de L. major e L.
donavani, obtidos através de tratamento quimico, ndo foram capazes de manter a
infecc@o nos flebotomineos. Entretanto, a infectividade foi restaurada apés adicao
do plasmideo contendo o gene complementar (Butcher et al. ,1996). Além disso, &
importante ressaltar o papel do LPG na protecdo da Leishmania frente as
condicbes adversas do tubo digestivo. Trabalhos com L. major e L. donavani
mostram que as modificagcbes na estrutura do LPG s&o importantes para a
diferenciacdo do parasito de promastigota para a forma metaciclica (Descoteaux
& Turco,2002).

Os parasitos deficientes em LPG mostraram-se sensiveis ao ataque de
componentes do soro humano e a explosao oxidativa do macréfago, além de se
revelarem incapazes de inibir a fusdo do fagolisossoma imediatamente apdés
penetracdo na célula hospedeira. Estes dados revelam a importancia do LPG no
estabelecimento da infeccdo e na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro
vertebrado (Spath et al., 2003). Além disso, outros trabalhos mostraram que em L.
donavani, o LPG e suas unidades repetitivas de carboidratos sdo capazes de
inibir o processo de fusdo do fagossoma com o lisossoma do macrofago
remodelando o fagolisosoma, promovendo o escape do parasito e a exploséo

oxidativa da célula hospedeira (Lodge et al.,2006).

Por outro lado, outros trabalhos demonstram que o LPG e outros glicolipideos
podem atuar como ativadores de resposta imune do hospedeiro. Mais
recentemente, diferentes estudos tém demonstrado a importancia de estruturas

glicolipicas como ativadores de células da resposta imune inata. As
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caracteristicas estruturais da molécula e sua ancora de GPI permitem a ligacdo a
receptores Toll-like (TRL), responséveis pela regulagdo da resposta imune inata
de mamiferos (Pasare & Medzhitov, 2004). Portanto, LPG pode ativar receptores
do tipo Toll 2 de células NK ativando tais células na producéo de IFN-YY, citocina
que é mediador crucial para a resisténcia inata contra o parasito (BECKER et
al.,2003).

1.4.3. Proteofosfoglicanos

Leishmania spp sdo constituidas por PPGs filamentosos que formam uma rede
tridimensional e gelatinosa que obstrui a regidao anterior do trato digestivo de
flebotomineos infectados (Stierhof et al.,, 1999). O blogueio causado pelo PPG
altera o comportamento de alimentacdo do flebotomineo, pois aumenta o nimero
de tentativas de picada e o tempo de repasto (Killickkendrick et al., 1977; Beach
et al., 1985; Rogers et al., 2002; Rogers & Bates, 2007).

Devido a sucessivas picadas, esse comportamento dos insetos infectados deve
favorecer a inoculacdo de uma maior quantidade de parasitos na pele do
hospedeiro. O PPG regurgitado juntamente com 0s parasitos atua como mais um
potente fator de viruléncia (Bates & Rogers, 2004; Rogers et al., 2004)
adicionalmente a saliva, como ja discutido. A exacerbacdo da infeccdo causada
pelo PPG tem sido atribuida a duas propriedades fundamentais: capacidade de
recrutar macréfagos para o sitio da infeccdo e aumento na expressao e atividade
de arginase nessas células, intensificando a sintese de moléculas requeridas para
o crescimento do parasito internalizado (Rogers et al., 2009)

1.4.4 Proteina de membrana de cinetoplastideos de 11 kDa

7 7

A KMP-11 é uma glicoproteina de superficie associada a LPG que é
encontrada tanto nos amastigotas como nos promastigotas de Leishmania spp, e
seus niveis de expressdo sdo aumentados durante a metaciclogénese (Matos et
al., 2010). A funcdo dessa proteina foi relacionada com a estabilizacdo da
membrana, baseando-se no grau de similaridade entre KMP-11 e os dominios
anfipaticos das apolipoproteinas. A apolipoproteina € o principal componente do

complexo de lipoproteinas que transporta o colesterol de alta densidade, essa
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proteina preenche o0s espacos entre as juncdes formadas pelos grupos de
fosfolipideos e colesterol na membrana. Em L. donovani, KMP-11 parece estar
envolvida na estabilizacdo do LPG na membrana do parasito, regulando a
pressdo da bicamada lipidica através de uma suposta associacdo com o LPG
(Stebeck et al.,1996).

Postula-se que a monometilarginina presente na posi¢cdo 45 da sequencia de
KMP-11 em L. donavani possa estar envolvida nos mecanismos de defesa do
parasito apos a degradacéo parcial da proteina no vacuolo parasitoforo (Jardim et
al.,1995). Esse residuo de arginina modificado é conhecido como um inibidor
competitivo do 6xido nitrico sintase, uma enzima central envolvida na geracao de
radicais de Oxido nitrico dentro dos macrofagos ativados (Liew et al.,1990). Foi
proposto que dentro das fortes condicdes hidroliticas do fagolisossomo, a KMP-11
seria liberada pelo parasito e degradada em aminoacidos pelas enzimas

proteoliticas (Ramirez et al.,1998).

Estudos de antigenicidade com a proteina recombinante de KMP-11 de L.
panamensis nos soros de pacientes com LC, LCM e LV sugere que esta proteina
atua como um potente estimulador de células B durante o curso natural da
infeccdo (Ramirez et al.,1998). Na leishmaniose visceral canina, essa proteina
também age como um potente imundgeno da proliferacdo de células T, atuando
na inducdo de resposta imune adquirida (Tolson et al., 1994; Jardim et al.,1991;
Ramirez et al., 2001; Delgado et al., 2003).

Em humanos, a KMP-11 induz a producgéo de IL-10, tanto de pacientes como
leishmaniose tegumentar americana (Carvalho et al., 2005), controle sadios e
individuos portadores de infeccdo assintomatica por L. chagasi (Carvalho et al.
,2003). A producgéo de IL-10 estimulada pela KMP-11 indica que esta proteina
possa desempenhar um papel protetor para o parasito no hospedeiro mamifero e
estar, portanto, associada a sua viruléncia, sendo importante na regulacdo da
reacdo inflamatoria crénica, além de inibir os mecanismos responséaveis pela

destruicdo dos amastigotas intracelulares.
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1.4.5. Proteases

As proteases de Leishmania spp tém sido implicadas em uma grande variedade
de mecanismos de adaptacéo para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro.
Estas incluem desde a modulacdo do sistema imune do hospedeiro, invasédo e
destruicdo de tecidos, até a disseminacdo do parasito e aquisicdo de nutrientes
essenciais que assegurem a sobrevivéncia e proliferagdo para manutencao da
infeccdo (Alves et al., 2005; Pral et al.,, 1993; Morgado-diaz et al., 2005; Silva-
lopez et al., 2004; Rebello et al., 2009; Choudhury et al., 2011; Mckerrow,2006).

Sao enzimas capazes de provocar a quebra de ligacbes peptidicas, tendo uma
ampla distribui¢do filogenética. Estas enzimas catalisam a clivagem de ligacdes
peptidicas em outras proteinas e séo classificadas com base em trés critérios: tipo
de reacdo catalisada, natureza quimica do sitio catalitico e relacdo evolutiva de
acordo com a estrutura (https://merops.sanger.ac.uk/). Elas podem ser
subdivididas em dois grupos principais, as exopeptidase e os da endopeptidase
(também denominadas proteinases), dependendo do seu sitio de acgdo. As
exopeptidases clivam as ligacfes peptidicas préximas ao grupamento amino ou
carboxi terminal no substrato, enquanto as endopeptidases clivam ligagdes
peptidicas distantes do grupo terminal do substrato. Com base no grupo funcional
presente no sitio ativo, as proteases podem ainda ser classificadas dentro de
quatro grupos, serina proteinases, aspartil proteinases, cisteina proteinases e
metalo proteinases (Barrett, 1985). Dentre as proteinases de Leishmania spp as
serina proteinases, cisteina proteinases e metalo proteinases sdo descritas com
fatores de viruléncia na relacéo destes parasitos com seus hospedeiros. Algumas
evidéncias também apontam para papéis das serina proteinases (SPs) como
fatores de viruléncia: Em cepas atenuadas de L. (L.) donovani ocorre reducao dos
niveis de superficie SPs, além disso, a presenca de um a SP 115 kDa esta
relacionada com a capacidade deste parasito infetar seus hospedeiros
(Choudhury et al., 2010). Além disso, a expressao de oligopeptidase B parece ser
necessaria para a capacidade deste parasito permanecer ndo detectado nos
macrofagos durante as infec¢des (Munday et al., 2011).

As metaloproteinases (PM) séo as principais proteinas de superficie (MSP;

major surface protein; ou GP63) pois, sdo abundantemente expressas na
superficie de Leishmania spp. Assim, na superficie dos amastigotas e
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promastigtoas sao capazes de hidrolisar diversos substratos e apresentam uma
ampla faixa de pH oOtimo. Nos promastigotas atua resisténcia a lise pelo
complemento através da clivagem do C3b & sua forma inativa (iC3b) a qual se
mantém opsonizada, mas perde a capacidade de induzir a formacéo do complexo
C5b-C9 (Chaudhuri & Chang, 1988). Além disso, é provavel que a GP63 atue
como opsonina, ligando-se a fracdes inativas do complemento, que possuem um
receptor especifico na superficie do macrofago, facilitando, assim, a fagocitose de
promastigotas (Brittingham et al., 1995; Silva et al., 1989).

No interior dos macréfagos, os promastigotas transformam-se em amastigotas
intracelulares obrigatérios e a GP63 desempenha uma importante funcdo de
sobrevivéncia. Uma vez que ela é capaz de evitar a degradacdo de peptideos,
necessarios para 0 crescimento dos amastigotas, além de proteger os
amastigotas do ataque de enzimas liticas produzidas no fagolisossomo (Yao;
Donelson; Wilson, 2003). Aparentemente, a GP63 também pode interagir com
células do sistema imunoldgico hospedeiro, através da clivagem de os receptores
CD4 e, consequente, reducdo dos mecanismos especificos de patogenicidade de
protozodrios resposta mediada por células T (Hey et al.,, 1994). Além disso, a
GP63 cliva peptideos intracelulares, previne a apresentacdo de antigenos e inibe
a guimiotaxia de macréfagos (Garcia et al., 1997).

As cisteina proteinase (CP) sdo atualmente a classe de proteinas com mais
relatos de atividades como fatores de viruléncia em espécies de Leishmania e sao
fatores para L. (L.) mexicana alterar a sinalizacdo de macrofagos (Abu-Dayyeh et
al., 2010). De todas as CPs distintas destes parasitos, trés CPs foram bem
estudas, sendo duas do tipo catepsina L (CPA e CPB) e uma do tipo catepsina B
(CPC). Sabe-se que a atividade mais elevada de CPs de L. (L.) amazonensis
ocorre em amastigotas mais do que em promastigotas (De Araujo Soares et al.,
2003), e que existe uma correlagdo entre os niveis de expressdo de CPs e
infecciosidade dos parasitos, realgando assim a potencial que estas proteinases
tém para influenciar o resultado da infecgéo.

Estudos de supressdo de genes CPs em Leishmania spp provaram o
importante papel de tais proteinases: supressao da expressao de CPs diminuiu a
infectividade de L. (L.) infantum em hamsters (Poot et al.,, 2006) e de L. (L.)
chagasi em culturas de células humanas (Hide et al., 2008). Além disso, a
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supressdo das multiplas cépias de genes CPB em L. (L.) mexicana reduziu a
capacidade dos parasitas infectar e provocar lesées nos hospedeiros (Robertson
et al., 1994; Souza et al., 1992).

Dessa forma, a CPB tem sido relatada como a CP mais relevante para
parasitos do complexo de L. (L.) mexicana apresentando uma ampla gama de
efeitos sobre o hospedeiro vertebrado. Assim, esta enzima mostra-se capaz de:
promover expressao da interleucina (IL)-4 (Liu et al., 2009), inibir a expresséao de
IL-12 (Weinheber et al.,1998), afetar factores de transcricdo STAT- 1, AP - 1 e
NF-kB (Cameron et al., 2004), prejudicar a producéo de 6xido nitrico (Alves et al.,
2004) e clivar proteinas do complexo principal de histocompatibilidade (De Souza
Leao et al., 1995).

Uma porcao especifica da CPB, o prolongamento do terminal COOH, o qual
ndo € observado em outros PCs, tem sido implicada no processo de infecgdo no
hospedeiro vertebrado, influenciando a producéo de citocinas e 6xido nitrico pelas
células do hospedeiro e a capacidade dos parasitos em sobreviver no interior de
macrofagos (Alves et al., 2004; Pereira et al., 2011).

Ambas CPA e CPC tém sido relatadas a desempenhar papéis na interacao
parasito-hospedeiro, ainda que com menor relevancia do que a CPB. A supresséo
de CPA e CPC leva a efeitos menos significativos: L. (L.) mexicana com gene
CPC suprimido foram mais suscetiveis a morte por células do hospedeiro (Bart et
al., 1997; Mottram et al., 1998) e L. (L.) infantum com gene suprimido CPA
apresentaram menor capacidade de infectar hospedeiros mamiferos (Somanna et
al. , 2002).

1.5. Cisteina proteinase de Leishmania (Viannia) braziliensis

De acordo com a literatura académica os estudos de enzimas proteoliticas de
parasitos tém aumentado consideravelmente pelo fato destas enzimas
constituirem importantes fatores de viruléncia diretamente relacionados com a
interacdo parasito-hospedeiro e representarem alvos promissores para a
imunoterapia e quimioterapia (Mckerrow, 1989; Selzer et al., 1999; Sajid &
Mckerrow, 2002). No entanto, nos ultimos 23 anos, sdo escassos 0s estudos
sobre cisteina proteinase de L. (V.) braziliensis o que explica a caréncia de

informacgdes sobre a atuacao destas enzimas.
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Os genes das proteases correspondem a 2,18% do total de genes em L. (V.)
braziliensis e das classes de proteases deste parasito, as cisteina proteinases
correspondem a 43% dos genes de protease. Nesta espécie, 0s genes de cisteina
proteinases estdo presentes exclusivamente presentes no cromossomo 28 (Silva-
Almeida et al., 2014), existindo 34 genes distintos que codificam para esta classe
de enzima e, entre estes, existem somente trés copias do gene cpb (Lbrm 0810,
Lbrm0820 e Lbrm0830) que correspondem a trés alelos no cromossomo oito

(www.genedb.org). A analise das sequéncias comparando com o banco de dados

de nucleotideos do Gene Bank através do programa BLAST revelou identidade
maxima de 98% para estas sequéncias. Devido a este alto grau de similaridade
sao considerados genes ortdlogos e podemos sugerir que sejam isoformas (Silva-
Almeida et al., 2014).

A CPB de L. (V.) braziliensis foi caracterizada e teve sua localizagao subcelular
determinada em promastigotas. Os resultados deste estudo indicaram a presenca
de homologos CPB ricos em manose na superficie dos promastigotas do parasito
e ressaltam a necessidade de mais estudos sobre estas em enzimas de L. (V.)
braziliensis, com énfase em métodos de enriguecimento para deteccao
enzimatica (Rebello et al., 2009). Os achados deste estudo reforcam os
resultados previamente obtidos com método concentracdo com detergente nao
iGnico, o surfactante octilfenoxipolietoxietanol (Alves et al.,1993).

Recentemente, foi realizada a analise da expressao da CP em promastigotas
infectivas de L. (V.) braziliensis, examinando a expressao induzida por sucessivas
passagens em cultura in vitro. Os resultados deste estudo indicaram que a
expressdo de cisteina proteases € quantitativamente alterada apds sucessivas
passagens dos promastigotas em meio de cultura Schneider's a 26°C. Também
observou-se ndo existir uma relacdo quantitativa direta entre atividade enzimatica
sobre o substrato pGlu-Phe-Leu-pNitroanilida e a quantidade relativa de
transcritos dos genes para CPB, o que vem sendo relacionado ao mecanismo de
regulacdo poés-transcricional semelhante ao descrito para a regulacdo da maioria
dos genes em tripanossomatideos parasitos (Brooks et al., 2001; Haile &

Papadopoulou, 2007). Isso sugere que as isoformas de CPB podem ter a
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expressao diferenciada e individualmente possuirem papéis distintos na interagédo

parasito-hospedeiro (Rebello et al., 2010).

Apesar da funcdo biolégica das proteinas expressas por estes genes ainda nao
ser conhecida, sabe-se que a expressao destes genes é regulada durante o ciclo
de vida do parasito, podendo atuar nos mecanismos adaptativos destes
hospedeiros. Em humanos foi demonstrado que as cisteinas proteinases CPA e
CPB induzem baixa secrecdo de IL-10 em culturas de linfocitos periféricos de
pacientes com LC causada por L. (V.) guyanensis, enquanto que em L. (L.) major
induziram alta producao de IFN-y e IL-2 (Pascalis et al., 2003).

Uma CPB recombinante de L. (V.) braziliensis (rCPB2.3ACTE) foi expressa em
Escherichia coli, isolada e caracterizada pela primeira vez, se observou que sua
regido madura compartilhava uma elevada identidade (76,4%) com a CPB 2.8 de
L. mexicana (rCPB2.8) e tem residuos de aminoacidos idénticos no S(1), triade
catalitica e no subsitio S '(1). Além disso, neste mesmo estudo, um inibidor
potente com residuo de aminoé&cido prolina na posi¢cdo P1 mostrou-se se com alta
afinidade para rCPB2.3ACTE e menor afinidade para rCPB2.8 o que preferiu
clivar residuos de aminoécido fenilalanina, leucina e asparagina na mesma

posicao.

Os resultados apresentados pelos autores sao indicativos que a CPB de L. (V.)
braziliensis constitui um importante alvo quimioterdpico para controle da infegdo

por esta espécie (Lanfranco et al., 2008).
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Il.Justificativa



O presente estado de conhecimento da bioquimica revela que os protozodrios
do género Leishmania apresentam caracteristicas peculiares quanto a
composicdo e expressdo de suas proteases. Neste contexto, € notoria
participacdo das CPBs nos mecanismos de sobrevivéncia e multiplicacdo dos
promastigotas e amastigotas, e também na degradacao intracelular de proteinas.
Alguns artigos apontam que Leishmania spp utilizam as CPBs para subverter
diversas funcdes do sistema imune dos hospedeiros mamiferos, favorecendo o
tipo de resposta que é mais vantajoso para a sobrevivéncia do parasito e
disseminagéo da infeccdo: a resposta Th2 (Alexander & Bryson, 2005). Outros
estudos apontam para o envolvimento destas enzimas no fenémeno de autofagia,
mormente relacionados com transformacdo do parasito, de promastigota a

amanstigota (Williams et.al, 2006).

Estes dois exemplos de atuacdo das CPBs indicam que tais enzimas podem
contribuir na adaptacdo das Leishmania spp aos seus hospedeiros, quando
experimentam ambientes com caracteristicas bioguimicas e fisicoquimicas
distintas. No entanto, estas enzimas vém sendo estudadas principalmente em
espécies do subgénero Leishmania e raros sdo estudos em parasitos do

subgénero Viannia, como previamente relatado no iten “1.5” da secao anterior.

Neste contexto foi proposto este trabalho e os resultados obtidos poderdo
contribuir ao entendimento de mecanismos importantes na relagcdo do parasito
com seus hospedeiros, vertebrado e invertebrado. Visamos agregar novos dados
sobre a CPB simulando in vitro as condicbes de transformacdo das formas
promastigotas para amastigotas de L. (V.) braziliensis. O norteador deste estudo
foi a capacidade de adaptacdo desse parasito, como um requisito para 0 sucesso
da relacdo com seu hospedeiro, que se da por selecdo natural, em um
determinado ambiente. Nas espécies do género Leishmania, esse fendmeno se
deve a necessidade de diferenciacdo dos parasitos quando mudam de

hospedeiros.
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lll. Objetivos



3.1 Objetivo Geral

Neste trabalho foi proposto, examinar por meio de provas bioquimicas e

moleculares as cisteinas proteinases B (catepsinalL-simile) de L. (V.) braziliensis

durante a diferenciacdo de formas promastigotas em amastigotas.

3.2 Objetivos Especificos

Induzir a diferenciacao in vitro dos promastigotas em amastigotas de L. (V)
braziliensis induzida por choque de pH e temperatura, sequencialmente;
Caracterizar as estruturas as 3’'UTR referentes aos genes catepsinas L
(LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830) de L. (V) braziliensis;
Avaliar a expressdo diferencial dos genes Lbrm.08.0810 e
LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 de L. (V) braziliensis nos tempos iniciais da
diferenciagao in vitro;

Avaliar a atividade enzimatica das catepsinas durante a diferenciacdo do
parasito;

Avaliar a influéncia da variacdo do pH na estabilidade do centro ativo da

cisteina proteinase recombinante (rCPB LbrM.08.0810).
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V. Material e Métodos



4.1 Material e reagentes
Applied Biosystems (California, EUA): SYBR green master mix.

Caltag Laboratories, (California, EUA): agarose foi obtido da Gibco BRL (Grand
Island, NY, EUA) e Anti-IgG de coelho conjugado a peroxidase obtido em cabra
(anti-coelho IgG HRP).

GE Healthcare Life Sciences (Sao Paulo, Brasil): coluna de filtragdo em gel
Superdex 75 (GL 10 x 300)

Invitrogen, Life Technologies (Sdo Paulo, Brasil): Soro fetal bovino (SFB),
adgua tratada com DEPC, Platinum Taq DNA polimerase (polimerase de ADN),
ADNase | grau de amplificagdo (ADNase |) e SYBR Verde kit (SYBR Verde ROX
Mix).

BioRad Laboratories (Califérnia, EUA): Membrana de nitrocelulose e

mercaptoetanol.

ICx Nomadics, Inc. (Oklahoma, USA): Chip sensor de ouro funcionalizado com
complexos de niquel-NTA (HisCap).

Millipore corpotation (Bilerica, USA): filtro com membrana de nitrocelulose de
0,22um (Millex GP).

Pierce Chemical Co. (Dallas, EUA): Kit de Ensaio de Proteina Micro &cido
bicinconinico (BCA kit) e marcador de peso molecular para eletroforese de
proteinas (Prestained Protein Ladder - SM0671).

Promega Biotecnologia Ltda (Sao Paulo, Brasil): GoTag Hot Start mestre e
misturas de PCR Clean-Up System.

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

Qiagen (Hilden, Alemanha): RNeasy Mini Ki, enzima RNase-out e coluna
contendo resina NI-NTA Agarose (NI-NTA).

Santa Cruz Biotechnology (Califérnia, EUA): Kit para deteccdo de

quimioluminescéncia: (Chemioluminescence luminol reagent, kit-ECL).

Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, EUA): acetato de sodio (NaOAc),

acido etilenodiaminotetracético (EDTA), acido propanosulfénico [MOPS - 3-(N-
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morpholino), azul de Trypan, comassie blue R-250, ditiotreitol (DTT),
estreptomicina, glicerol, meio Drosophila Schneider, N,N,N’,N'-
tetrametiletilienodiamina (TEMED), N-N’ metil bis acrilamida, penicilina, persulfato
de amoénio (APS), ponceau S, Tris(hidroximetil)aminometano (tris base), sulfato de
dodecil de sodio (SDS), dimetilsulféxido (DMSO), Triton X-100 (TX-100), Tween
20, cetona Z-Phe-Phe-fluorometil (Z-FF-MK), L-trans-epoxisuccinilleucilamido (4-
guanidino)-butano (E-64), fluoreto de fenilmetanossulfonilo (PMSF), Z-Phe-Arg 7-
amido-4- cloridrato de metilcoumarina (Z-FR-AMC)], e os reagentes para RT-PCR
e PCR [desoxirribonuclease (DNAse), Desoxirribonucleotideos Fosfatados
(dNTP), Enzima transcriptase SuperScript Il (enzima RT), MgClz.,
Oligonucleotideos (Oligo DT), ribonuclease (RNAse), Tampado da enzima RT 5X
concentrado, Tampéao da enzima Taq 10X, Tag DNA Polimerase , TRIzol ® ARN
(Trizol) e macardores de massa molecular para cromatografia de exclusao
molecular (Ovalbumina, Anidrase Carbonica, Quimotripsina A, Ribonuclease,

Citocormo C e Aprotinina).
4.2. O Parasito

A cepa de Leishmania (V.) braziliensis (MCAN/BR/1998/R619) foi mantida em
meio semi-sélido Novy-MacNeal-Nicolle medium (NNN) a 26 °C, e a expansao
parasito foi realizada em meio Schneider's (suplementado com 20 % de soro fetal

bovino, 200 IU penicilina, 200 ug/mL de estreptomicina e 2 % de urina) a pH 7,2.
4.3. Diferenciagao dos parasitos in vitro

A diferenciacdo in vitro dos promastigotas a amastigotas foi iniciada com uma
suspensdo de 1,0x10° promastigotas/mL, na fase logaritmica, em meio
Schneider's pH 7,2 (26 °C, 2 dias). Subsequentemente, os promastigotas foram
transferidos na mesma densidade para o meio Schneider's pH 5,5 e incubadas
(26 °C, 4 dias), quando as culturas continham 53% de formas metaciclicas.
Quando os parasitos atingiram a fase estacionaria de crescimento, uma aliquota
da suspensdo com 1,0x10%° promastigotas/mL foi transferida para meio
Schneider's (pH 5,5) e submetida mudanca de temperatura (32° C) por 96 horas.
A diferenciacdo de promastigotas para amastigotas axénicos foi acompanhada
por microscopia optica (Zeiss Primo Star halogénio / LED Microscope).
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4.4. Monitoramento das transformagdes do parasito

A diferenciacdo in vitro foi examinada por microscopia de luz (ML) e
microscopia eletrénica de Varredura (MEV) para analisar a viabilidade celular e

alteracdes morfoldgicas, respectivamente.

A viabilidade celular foi avaliada usando o teste de exclusdo do Azul de Tripan.
Os parasitos foram incubados com o corante vital (1%) e, em seguida contados
em Céamara de Neubauer. Para as analises por MEV, cerca de
1,0 x 107 parasitos/mL em diferentes estagios de diferenciacéo foram lavados trés
vezes por centrifugagéo (8 000 x g, 15 minutos, 25°C) em 10 mM de fosfato de
sédio pH 7,2 contendo 0,15 M de NaCl (PBS) e posteriormente incubados (4 °C,
24 horas) com 2,5% de glutaraldeido preparado em tampéo contendo 0,1 M de
cacodilato de sodio pH 7,2. Apds nova lavagem em PBS, os parasitos foram
fixados a uma lamina de vidro revestida com Poli-L-Lisina seguido por incubagao
(4° C, 1 hora) em solucédo 1% de tetroxido de 6smio preparada em tampéo 0,1 M
de cacodilato de soédio, pH 7,2. Em seguida, as amostras foram desidratadas
numa seérie de gradiente de etanol (30% - 100%), 0 ponto critico e secou-se,
seguido por revestimento por pulverizagdo catddica com ouro. As amostras foram
observadas utilizando hum Jeol® JSM-5600.

4.5. Desenho dos iniciadores oligonucleotideos especificos

Os iniciadores especificos foram obtidos ap6s a analise do alinhamento das
sequéncias feito na plataforma on line Clustal omega
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). Inicialmente, os genes da CPB,
LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830, mostraram alta identidade quando
utilizado a sequéncia do quadro de leitura aberta (ORF — open reading framer).

Por conseguinte, foram feitas analises nas sequéncias 3’ UTR referentes as CPBs
e os iniciadores desenhados a partir desta regido obtida na plataforma TriTrypDB,
um banco de sequéncias que integra dados genémicos e funcionais de patdégenos
da familia Trypanosomatidae (http://tritrypdb.org/tritrypdb/). Para o gene
LbrM.08.0810 foi utilizada: 5'CGT GCG GCT CTA CGA TCC CCT ACACG 3'e
5GGA AAA GGG TGG CTG TGA TAG TCG 3' (190bp). Para os genes
LbrM.08.0820 / LbrM.08.0830 foram usados 5 'CAG CGG TAC GCC GAA GTA

CAAAGT G 3'e5'GTATTA ACG CGA AGC TGC CAT AGC G 3' (193bp).
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4.6.A extracdo de RNA total e a sintese de cDNA

Cerca de 1 x 108 parasito/mL foram lisados com 0,6 mL de Trizol® (Sigma) e
acrescidos de 200 uyL de cloroférmio. Apés homogeneizacédo, os tubos foram
centrifugados (10 000 x g, 15 minutos, 4°C) e o sobrenadante foi recuperado em
um novo tubo, onde foi adicionado de 500 pL de isopropanol. Apds
homogeneizacdo o RNA foi centrifugado (12 000 x g, 25 minutos, 4°C) e o
precipitado foi lavado cuidadosamente com 500 pL de etanol a 70 %(v/v), em
sequéncia, foi realizada uma nova centrifugacdo (9 000 x g, 5 minutos, 4 °C) e

ressuspencao e solubilizacdo em 40 pL de agua livre de RNAse (RNAse free).

A quantificagdo de RNA foi determinada a 260 nm em Nanodrop (ND-1000,
ThermoFischer, USA), e sua integridade foi avaliada em gel de agarose 1,2 %

(p/v) desnaturante.
4.7. Eletroforese em gel de agarose desnaturante

A integridade do RNA recém-isolado foi observada em gel de agarose
desnaturante 1,2 % (p/v) contendo 40 mL de H20 RNAse free, 3 mL de MOPS
10 x (0,2M MOPS, 0,05M de acetato de sédio e 0,01M EDTA, pH 7,0) e 7 mL de
formaldeido. As amostras contendo 1ug de RNA foram incubadas com solugao de
corrida [50uL de MOPS 20X, 500 pyL de formamida e 180 uL de formaldeido, 50
ML gel red, 2 uL de azul de bromofenol (1ug/mL) ] proporcéo 1:4 volume final de
20 pl, aquecidos a 65 °C, 10 minutos e mantidos por 2 minutos em gelo antes de
serem aplicados no gel. Os produtos foram visualizados sob luz ultravioleta e
fotodocumentados em (UVP White Darkroom, Bioimaging Systems, USA).

4.8. Sintese de cDNA

A partir do RNA previamente extraido foi realizada a sintese de cDNA, através
da reacao de transcricédo reversa (RT). Previamente, 5ug de RNA foi tratado com
1 pyL DNAse | (Deoxyribonuclease |, Amplification Grade - Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), segundo instrucdes do fabricante. A reacdo de transcricdo reversa foi
realizada incubando-se 5ug de RNA total com 1 L do iniciador complementar a
cauda poli A (oligo dT) (70°C, 10 minutos). Logo apés, foram adicionados 10 mM
de DTT (0,1M/mL), 0,04 mM de dNTPs, 1 uL de inibidor de RNase (40U/ pL), 1 yL

enzima transcriptase SuperScript Il (200U/uL), 4 puL do tampado da enzima

32



concentrada 10X (200mM Tris-HCIl e 500mM KCI, pH 8,4) e H20 (qg.s.p. para o
volume final de 20 yL de reac¢ado). As amostras foram incubadas por 1 hora a 42°C
e a reacao foi interrompida incubando em 90°C por 5 minutos. Apés a reacao os
volumes das preparacdes foram ajustados para 100 pyL e as amostras
armazenadas a -20 °C até a sua utilizagdo. A quantificacio de cDNA foi
determinada em 260 nm com aparelho Qubit 2.0 Fluorometer (ThermoFischer,
USA).

Os produtos amplificados foram detectados em gel de agarose 1,7% (p/v) em
TBE 0,5X apos coloragdo com Nancy 520 (1pg/mL) e visualizagdo sob luz ultra-
violeta. Os resultados foram fotodocumentados em UVP (UVP White Darkroom,

Bioimaging Systems, USA).
4.9. Reacdo em cadeia da polimerase quantitativa

Nos testes da reagdo em cadeia da polimerase quantitativa convencional
(polymerase chain ration - PCR) o cDNA foi amplificado utilizando iniciadores
especificos para os alvos descritos acima. A reacdo foi realizada com 1 ul de
reacdo de cDNA, 12,5 ul GoTaq Hot Start Master Mix (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA), 1 uL do iniciador sense (10 uM), 1ul do iniciador antisense
(10 uM) e DEPC-agua até 25 ul. A amplificacdo por PCR foi realizada com um
termociclador (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). O protocolo de
amplificacdo de cDNA foi a seguinte: 1 ciclo de 95°C (5 minutos); 30 ciclos de 15
segundos a 94 °C, 20 segundos a 54 °C, 40 a 72°C, e um ciclo de 5 minutos a 72°
C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%
em tampéao TBE. Coloracéao feita com GelRed 1: 1000 no cubo horizontal na 80V,

90min.
4.10. Ensaios da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real

A expressdo quantitativa dos genes foi verficada por PCR quantitativo
(quantitative PCR - qPCR) utilizando o Vlla ™ 7 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, EUA). As reagOes foram realizadas em duplicatas
biolégicas, utilizando um kit de SYBR Green. A concentracdo final dos
oligonucledtideos (iniciadores) na reacao foi de 0,6 uM. As leituras de

fluorescéncia foram realizadas sob as seguintes condi¢des: pré-incubacéao a 95 C
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durante 10 minutos, 40 ciclos de amplificacdo a 95 °C durante 30 segundos, e
58°C durante 60 segundos. A curva de fusdo ou de dissociagéo foi determinada
imediatamente apos a amplificacdo, com a aquisicdo de leituras continuas de
fluorescéncia a 55 ° a 95 ° C a uma taxa de transicao de temperatura linear de 0,2
°C.

4.11. Determinag&o da expressao relativa de genes

O meétodo do Ct comparativo (ACt) foi utilizado para determinar os niveis de
expressdo dos genes de interesse. O calibrador utilizado para a analise da
expressao dos genes de Leishmania foi a amostra de cDNA de promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis no tempo “0” da diferenciacdo fase estacionaria.
Como controles enddgenos (genes de referéncia) foram utilizados genes de
GAPDH e a proteina S8 do ribossomo 40S. Os valores de quantidade relativa ou
niveis de expressao normalizados (RQ) foram calculados com o auxilio do
software SDS 7500, e foram obtidos da média geométrica dos genes de

referéncia.
4.12. Sequenciamento do produto da PCR dos genes cpb

O produto de reacdo da PCR convencional descrito acima foi purificado com
Wizard® DNA Clean-Up System (Promega, Madison, Wisconsin, EUA), seguindo
o protocolo do fabricante e a quantidade determinada medindo a absorbancia a
260 nm em um Nanodrop. Uma solucédo contendo 200 ng do produto de PCR e
1,6 pM do iniciador sense (Para o gene LbrM.08.0810 5'CGT GCG GCT CTA
CGA TCC CCT ACA CG 3' e para LbrM.08.0820 / LbrM.08.0830 genes 5' CAG
CGG TAC GCC GAA GTA CAA AGT G 3') foram enviados para sequenciamento
no Applied Biosystems Scanner. Os resultados foram analisados em programa
BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, EUA).

4.13. Analise das sequéncias 3’'UTR

As sequéncias intergénicas referentes a 3'UTR dos genes LbrM.08.0810,
LbrM.08.0820, LbrM.08.0830 obtidas e alinhadas nas respectivas plataformas on
line Tritrypdb (http://tritrypdb.org/tritrypdb/) e LocARNA - Alignment & Folding

(http://rna.informatik.uni-freiburg.de/LocARNA/Input.jsp). A estrutura bidimensional
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foi determinada pelo programa RNAfold web Server (http://rna.tbi.univie.ac.at/cqi-
bin/RNAfold.cqi).

4.14. Obtencao dos extratos de proteinas do parasito

Os extratos proteicos foram obtidos como previamente descrito (Galan et
al.,1992). Os parasitos (2,0x10°) foram lavados trés vezes por centrifugacéo
(3000xg, 10 minutos, 4°C) em PBS e, em seguida, foram submetidas a 4 ciclos de
30 minutos em vortice de mistura, na presenca de tampao de lise (100 mM de
Tris-HCI pH8,0, 150mM de NaCl, 10% de glicerol, 0,6% de Triton X-100). A fracédo
de proteina soluvel foi obtida por centrifugacdo das amostras (25 000 x g, 30
minutos, 4 °C), e posteriormente armazenada (- 20°C) até a sua utilizacao. As
concentracbes de proteinas das amostras de extratos foram determinadas
utilizando o BCA kit.

4.15. Atividades de cisteina proteinase

Os extratos de proteinas (5,0ug) e de catepsina L e B humanas (2ug) foram
caracterizados quanto a atividade de cisteina proteinase em tampao de ativacao
(400 mM de acetato de sodio pH 5,5 contendo 4 mM de EDTA e 8mM de DTT),
em um volume final de 60 pL, usando o substrato Z-FR-AMC (0,1 mM)
previamente preparada em DMSO.

As amostras foram incubadas (60 minutos, 25 °C) e a variacdo nas unidades
de fluorescéncia (RFU - relative fluorescence units), correspondendo a clivagem
enzimatica dos substratos, foi monitorizada em espectrofotdmetro (Molecular
Devices SpectraMax (Gemini XPS). A acdo de varios inibidores de proteases foi
avaliada sob as mesmas condi¢cdes. Os ensaios de inibicdo foram realizados com
E-64 (10 yM) e Z-FF-MK (50 uM).

A taxa de clivagem enzimatica do substrato foi definida utilizando a formula V =
As/At, em que: V = velocidade (ou taxa de reacdo), As = variagao de concentragao
de substrato, e At = variagcdo do tempo de reacdo (Alves et al.,, 2005). A
autodegradacéao do substrato foi controlada ao longo do ensaio, a fim de evitar

leituras incorretas. A atividade enzimatica € expressa em milimoles do substrato

hidrolizado por miligrama de proteina por minuto (mmol min-t.mg proteina™?).
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4.16. Clonagem e expressao da proteina recombinante de L. (V.) braziliensis
(rCPB LbrM.08.0810)

A partir do DNA gendmico de L.(V.) braziliensis, foram realizados ensaios de
PCR a fim de amplificar a fase aberta de leitura do gene LbrM.08.0810 contendo
uma por¢do de nucleosideos codificantes para uma cauda de histidinas. Os
fragmentos foram purificados e tratados com as endonucleases de restricdo que
também foram utilizados nos vetores de clonagem e propagacao. Utilizamos o
vetor pET 28a(+) de 5369pb que é um plasmideo com sitio multiplo de clonagem,
possui resisténcia ao antibidtico kanamicina e o iniciador M13 universal para
sequenciamento, além do sitio para o promotor lacL RNA para transcricdo in vitro
(Anexo 1). Apos realizar a ligacao, foi misturada gentilmente metade do seu
volume com a cepa de Escherichia coli, sempre mantidas no gelo. Apos este
tempo foi adicionado imediatamente 800uL de meio SOC condicionado a
temperatura ambiente. O meio contendo as células transformadas foi removido e
mantido sob leve agitacdo a 37°C por 1hora. Finalmente as células
transformadas foi plaqueadas em meio LB agar contendo o antibiético adequado
para posterior selecdo dos clones positivos. Os clones selecionados foram
sequenciados para garantir a correta insercdo no vetor de expressao e testados
para a expressao da proteina recombinante incubando-os com IPTG. A insercao
do gene de interesse (LbrM.08.0810) no vetor foi confirmada por por PCR de
colénia (Anexo 2), cujo produto amplificado foi confirmado por sequenciamento e

posterior analise por BLAST (Anexo 3).

A analise inicial da expressao foi feita através de centrifugacdo das culturas
induzidas ou nao, e posterior ressuspensao do precipitado com tampéao de lise,
sendo entdo submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12 — 15 % sob
condicdes desnaturantes. As proteinas foram analisadas por SDS-PAGE e
Western Blot (com anticorpo monoclonal anti - histidina). ApOs otimizacdo das
condicdes de inducdo e expressdo das formas recombinantes das proteinas de L.

(V.) brasiliensis, as enzimas foram purificadas por resina de afinidade Ni-NTA.
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4.17. Cromatografia de exclusao molecular.

A proteina rCPB LbrM.08.0810 previamente eludas da coluna afinidade Ni-NTA
foram filtradas em Mlilex GP e analisadas em cromatografia de exclusao
molecular em coluna de filtracdo em gel Superdex 75 (GL 10 x 300) previamente
equilibrada em tampéao (Tris-HCI 50mM, pH 8.0 com NaCl 150mM) em fluxo
constante (0.8 mL/min), em temperatura ambiente, durante 30 minutos. A injecéo
da amostra foi realizada por processo automatico e as proteinas eluidas foram

detectadas a 220nm / 280nm (mAU: miliequivalencias de absorbancia).

Para determinar a massa molecular relativa das enzimas estudadas, utilizou se
como marcadores: [Ovalbumina (44000 Da), Anidrase Carbonica (29000 Da),
Quimotripsina A (24000 Da), Ribonuclease (14700 Da), Citocromo C (13600 Da) e
Aprotinina (6600 Da)

4.18. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de
sodio

Os ensaios de eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato
de sédio (SDS — PAGE) foram realizados em condi¢cfes redutoras, utilizando o
procedimento descrito por (Laemmli, 1970). Para os ensaios de eletroforese
desnaturante, as amostras de proteinas foram previamente tratadas com tampao
da amostra [80 mM Tris HCI, pH 6,8; 2 % SDS (p/v); 12 % glicerol (v/v); 5 % B-
mercaptoetanol (v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (p/v) ] e fervidas por 3 minutos.
Apés a eletroforese (150V a 15mA), as proteinas foram reveladas pelo método de
impregnacao pela prata (Shevchenko et al.,1996). O marcador SM0671 foi usado

como referéncia para avaliar a massa molecular da proteina.
4.19. Andlise por Western Blotting

A proteina recombinante (30ug) foi analisada por SDS-PAGE e
electrotransferidas a partir do gel de poliacrilamida para uma membrana de
nitrocelulose (0,2um). Apés a confirmagdo da transferéncia das proteinas com
solucdo de Ponceau S (0,1% de Ponceau S e 0,1% (v/v) de &cido acético), as
membranas foram lavadas com agua corrente e incubadas (20°C, 16 horas) em
solucdo de PBS acrescido de 0,5 % de Tween 20 (PBST) e 5 % (p/v) de leite

desnatado em po (Molico). Em seguida, as membranas foram incubadas (25°C,
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60 minutos) com anticorpo anti-cauda de histidina produzido em camundongo
diluido (1:3000) em PBST e posteriormente lavadas (6 vezes, 5 minutos) e
incubadas (25 °C, 60 minutos) com anti IgG de camundongos marcada com
peroxidase diluida (1. 1000) em PBST. Finalmente, as membranas foram
submetidas a mais um ciclo de lavagens (6 vezes, 5 minutos) e o complexo imune

formado foi revelado por quimioluminescéncia, usando kit ECL.
4.20. Ensaios de ressonancia de plasma de superficie

Os ensaios de ressonancia de plasma de superficie (surface plasmon
resonance -SPR) permitiram a andlise de interagcdes moleculares em tempo real,
com a determinacdo da concentracdo ativa de analitos nas preparacdes
biologicas. Os analitos (rCPB LbrM.08.0810 e o E-64) foram avaliados em
diferentes fluxos para calcular a concentracdo efetiva com base na teoria da
limitac&o do transporte de massas. Nas reagoes utilizamos diferentes quantidades
da proteina rCPB purificada por cromatografia de afinidade em coluna de niquel
(10ug, 30ug e 40ug) no chip sensor HisCap. A rCPB LbrM.08.0810 foi imobilizada
na superficie do chip sensor (fluxo de 5uL/minuto) a temperatura de 25°C em
tampdo 10 mM tampéao fosfato de sédio pH 7,0. Apbs captura da proteina na
superficie do chip sensor foi possivel avaliar a ligacdo desta enzima ao E-64. Os
ensaios de ligacdo do E-64 foram realizados com variacdo do potencial
hidrogeniénico em tampdes 10mM tampéo fosfato de sddio (pH4,0; pH5,0; pH6,0;
pH7,0) em fluxo constante (10uL/minuto) na temperatura de 25°C. Os dados
foram apresentados como unidades de ressonancia (RU) e como constantes
cinéticas: constante de associacdo (ka), constante de dissociacdo (kd) e
constante de equilibrio (KD). A interacdo enzima-inibidor foi estudada através de
uma curva de saturacdo dos analitos em ambiente quimico apropriado durante 5
minutos. A taxa inicial de interacdo (k0) foi calculada a partir da quantificacéo dos
sitios de combinacdo remanescentes. Os ensaios de SPR foram conduzidos em
um biossensor de transducdo Optica SensiQ® Pioneer (Nomadics, Lnc. an ICx

company).
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4.21. Andlise dos dados

Durante este estudo os dados quantitativos foram apresentados na forma de
meédia + desvio padrédo. A confiabilidade dos dados de SPR foi confirmada por
regressao linear considerando as concentracdes de proteinas e do E-64 testados,
para definir os coeficientes de resposta no sensor (R?). Com este procedimento
também foram obtidos os valores da quantidade de proteina necessaria para a

saturacao do chip (RUmax).
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V. Resultados



5.1. Diferenciacdo in vitro de promastigotas para amastigotas de L. (V.)

braziliensis

Durante este estudo, as condi¢fes in vitro foram estabelecidas para simular as
condi¢cbes do microambiente dos hospedeiros: inseto vetor e mamifero, como pH
e temperatura, para a transformacdo de promastigotas a amastigotas de L. (V.)
braziliensis. Os resultados obtidos indicaram que as condicdes fisico-quimicas
semelhantes, que ocorrem no hospedeiro vertebrado, os quais foram
gradualmente submetidos promastigotas, foram satisfatérias para induzir a
transformacdo destes parasitos. As culturas de parasitos que foram ensaiadas
para a diferenciagdo estavam enriquecidas com mais do que 50 % de formas
metaciclicas (Figura 3).

A diferenciacdo do parasito foi constatada, por microscopia, em 96 horas apés
o choque de pH e temperatura. Na andlise por MEV foi possivel constatar trés
padrées morfologicos predominantes durante a diferenciacdo: formas alongadas
com curto flagelo livre (parasitos em fase logaritmica), formas alongadas com um
flagelo livre cerca de duas vezes maior do tamanho do corpo celular (parasitas em
fase estacionaria) e formas arredondadas sem flagelo (amastigotas). Os
resultados indicam uma tendéncia de mudanca morfologica inicialmente
caracterizada por promastigotas com flagelo livre, principalmente detectadas em
parasitos na temperatura de 26°C na fase logaritmica em pH 7,2 (Figura 4 A) e
em fase estacionaria em pH 5,5 (Figura 4B), e arredondada com consequente
perda do flagelo dos parasitos, apdés 96 horas de incubacdo a pH 5,5 e 32°C
(Figura 4 C)

5.2. A expresséo relativa de genes cpb durante a diferenciacao in vitro de L.
(V.) braziliensis

Foi avaliada a expressdo dos genes cpb LbrM.08.0810 e 0820/0830 a partir
das fases de inducao de diferenciagao in vitro. Como esperado, os iniciadores
foram especificos para regides conservadas das regides 3'UTR do L. (V.
braziliensis do gene cpb (LbrM.08.0810), permitindo a amplificacdo especifica do
fragmento 190 pb de cDNA em todas as amostras testadas por PCR (Figura 5). A

analise BLAST do sequenciamento dos produtos das PCRs dos genes cpb
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permitiu identificar uma taxa de 100% de identidade entre como 0S genes

semelhantes a L - simile de L. (V.) braziliensis (Figura 6).

No entanto, ndo foi possivel diferenciar entre os produtos da amplificacao
LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830, devido a elevada homologia entre eles, incluindo a
regido 3' UTR, utilizando entdo o mesmo par de iniciadores para ambos,

amplificando um fragmento de 192 pb (Figura 6).

Uma vez identificados os produtos da PCR com os iniciadores para 3'UTR dos
genes de cpb foram realizados ensaios de RT-PCR para avaliar a expressao
relativa das cpb. As curvas de dissociacdo foram realizadas para testar a
especificidade de cada um dos produtos amplificados (Figura 7), que mostrou um
pico de fusdo unico da temperatura (Tm = 82.5°C, para CPB; Tm = 85.5°C para

durante a-tubulina).

As preparacdes de cDNA obtidas a partir de cada fase in vitro de diferenciacéo
indicam maior quantidade de transcritos de cpb nas amostras a partir da
promastigota na fase logaritmica (Ct = 37 £+ 0,40) do que nos promastigota na fase
estacionaria (Ct = 25 % 0,38), significando um aumento na expressao de até 1,5
vezes (p = 0,003), (figura 7). Esta diminuicdo da expressdo do gene cbp no
choque de pH &cido foi seguida por um aumento gradativo e irregular apés
incubacédo a 32 °C [24 horas (Ct = 29 + 0,3), 48 horas (Ct = 26 £ 0,17), 72 horas
(Ct = 32 £ 0,39) e 96 horas (Ct = 26 £ 0,42)], mostrando um aumento da
expressao significativa de até 1,3 vezes (p = 0,0002). Os genes LbrM.08.0820 e
LbrM.08.0830 mostraram os perfis de expressdao semelhante ao gene
LbrM.08.0810, P-fl (Ct = 38 + 0,40), P-fe (Ct = 24 + 0,11) e e irregular apds
incubacédo a 32 °C [24 horas (Ct = 26 = 0,7), 48 horas (Ct = 25 £ 0,5), 72 horas (Ct
=30 £ 0,39) e 96 horas (Ct = 25 £ 0,3)], (Figura 8).

5.3. Analise bidimensional da 3’'UTR dos genes cpb de Leishmania (V.)

braziliensis

Para averiguar as diferentes expressdes entre os genes LbrM.08.0810 e
LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 foram feitas analises na estrutura bidimencional da
regidao 3’'UTR dos referidos genes pela plataforma digital The mfold Web Server
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(http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold). Considerando que essa regido dos
genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830, que sao idénticas entre si, possam ter
1100bp, foram observados elementos ricos em uracil-adenina (AU-rich elements -
AREs). Na sequéncia 3'UTR esperada do gene LbrM.08.0810, ndo foram
observados esses elementos ou quaisquer outros descritos relacionados a

regulagdo po6s transcricional. (Figuras 9 e 10)
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Figure 3: Eletromicrografia de uma preparacdo de culturas de parasitos usados
para diferenciacdo. As preparcdes de parasitos na fase logaritimica em meio
Schenider's (pH 7,2 a 26°C), foram lavadas por centrifugagédo e tratadas para
microscopia eletrénica dede varredura. A imagem indica a presenca de formas

metaciclicas (seta) e prociclicas (cabeca de seta).
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Figure 4. Eletromicrografias das formas de Leishmania (V.) braziliensis. As
imagens mostram as mudancas no perfil morfolégico dos parasitos: formas
alongadas com curto flagelo livre - parasitos em fase logaritmica (A) e formas
alongadas com um flagelo livre cerca de duas vezes maior do corpo celular -
parasitos em fase estacionaria (B), ambos apds de incubacéo a 26 °C; parasitos
arredondados sem flagelo visivel, apos 96 horas de incubagdo a 32 °C (C).
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Figure 5: Analise dos produtos amplificados do gene de cisteina-proteinase B de
Leishmania (V.) braziliensis. As amostras de cDNA obtidas de promastigotas na
fase logaritima (Pr) e amastigotas axénicas com 96 horas de diferenciacdo (Am)
foram submetidas a reacdo de PCR como os iniciadores especificos para o gene
LbrM.08.0810 (A) e os genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 (B). Os produtos
amplificados foram visualizados em gel de 2,0% de agarose corado em Nancy
520. bp= marcador de massa molecular DNA Ladder (L), (InvitrogenLifeT
echnologies)
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Figure 6: Alinhamento das sequéncias 3’'UTR de Leishmania (V.) braziliensis. O
alinhamento das sequéncias dos genes LbrM.08.0810, LbrM.08.0820,
LbrM08.0830 foi ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Os iniciadores foram desenhados de

realizado na plataforma online

acordo com a regido 3'UTR dos referidos genes (cinza). A seta indica a ORF e o
inicio da 3'UTR,
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Figura 7: Curvas de dissociacdo obtidas a partir da amplificacdo dos genes de
interesse por PCR em tempo real. Grafico expressa a derivativa da curva de
dissociacdo dos produtos amplificados obtida a partir dos iniciadores para 0s
genes LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM08.0830 (82,5 °C) e da a-tubulina
(85,5 °C), quando comparado ao controle negativo que ndo apresenta pico de
dissociacao. As curvas de dissociacao correspondentes as fases de diferenciacéo
dos parasitos [(—) logaritmica, (-) estacionaria, (—) com 24 horas de incubacéo a
32°C, (—) com 48 horas de incubacéo a 32°C, (—) com 72 horas de incubacéo a
32°C e (+) com 96 horas de incubacao a 32°C] e controles [negativo (—) e positivo
(+)], estdo indicados na figura. Esses resultados sdo representativos de cinco

experimentos independentes.
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Figura 8: Niveis de expressao dos genes LbrM.08.0810 e
LbrM.08.0820/LbrM.0830 ao longo do percurso de diferenciacdo de Leishmania
(V.) braziliensis. Amostras de RNA total foram extraidas dos parasitos (na fase
logaritmica de crescimento e fase estacionaria de crescimento a 26°C; e parasitos
mantidos a temperatura de 32 °C em diferentes tempos: 24 horas, 48 horas,
72 horas e 96 horas). ApOs a sintese de cDNA, as expressdes génicas foram
analisadas por reacdo de PCR em tempo real quantitativo. Os resultados sao
apresentados em quantidades relativas (RQ) a partir de amostras de cDNA de
controle endogeno a-tubulina. Os resultados representam a meédia + de desvio
padrao dos dados de trés ensaios. Os asteriscos indicam estatisticamente as
diferencas significativas (* = p <0,003; ** = p <0,002) nos valores de RQ quando
comparado com dados do ponto de tempo anterior. Os dados séo representativos

de quatro experimentos independentes.
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Figura 9: Estrutura bidimensional da regido 3'UTR dos genes LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830 de L. (V.)

braziliensis. As setas indicam o elemento ARE (AUUUA) que estdo relacionados com degradacéo do
MRNA.
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Figura 10: Estrutura bidimensional da regidao 3'UTR do gene LbrM.08.0810 de L. (V.) braziliensis.

Embora as regides sejam ricas em fita simples "U", ndo ha nenhum elemento ARE.
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5.4. Oscilacado das atividades de cisteina proteinase em L. (V.) braziliensis

No decorrer deste estudo, foi possivel avaliar a oscilacdo das atividades
cisteina proteinase em extratos brutos de proteinas de L. (V.) braziliensis, obtidos
das fases de inducdo de diferenciacdo in vitro deste parasito. Os resultados
indicaram que todas as amostras analisadas apresentaram atividade de
proteinase pois, foram capazes de hidrolisar o substrato Z-FR-AMC, um substrato
peptidico fluorogénico sintético caracteristico para catepsina L e catepsina B, em

diferentes taxas de velocidade (Figura 11).

Observamos um aumento gradual da atividade enzimatica para cada fase de
inducdo de diferenciacéo, de 3,1 + 0,030 mmol min-t.mg protein' nos parasitos
em fase logaritmica e atingindo o maximo de 4,2 + 0,030 mmol minuto.mg
proteinal em 74 horas de incubacédo a 32°C. Este aumento foi seguido por uma
diminuicdo de até 2,8 £ 0,030 nmol minutol.mg proteina* nas culturas com 96

horas de incubacéo a 32°C.

A especificidade da cisteina proteinase foi avaliada medindo a hidrolise dos
substratos na presenca de inibidores seletivos para CP (Figura 11). Verificou-se
que estas atividades de proteinase foram mais fortemente inibidas por E-64
[parasitos na fase logaritmica: 85,1% de inibicdo (p = 0,04); parasitos na fase
estacionaria: 83,1% (p = 0,02); parasitos incubados durante a 32°C: por 24 horas
(90,1%; p = 0,02), por 48 horas (94,4%; p = 0,04), por 72 horas (76,1%; p = 0,03)
e por 96 horas (64,1%; p = 0,04)] que Z-FF-MK [parasitos na fase logaritmica:
40,4% de inibicdo (p = 0,03); parasitos na fase estacionaria: 34,9% (p = 0,003);
parasitos incubados durante a 32°C: por 24 horas (74,4%; p = 0,04); por 48 horas
(36,4%; p = 0,04), por 72 horas (2,6%; p = 0,03) e por 96 horas (14,2%; p = 0,02)].

Os ensaios de controle foram realizados com Cath bovina L e Cath B. Como
esperado, ambas as enzimas foram capazes de hidrolisar o substrato Z-FR-MAC
em velocidade diferente (Cath L = 2,7 £ 0,18mmol min* mg proteina!; Cath B =
1,7 £ 0,18 mmol mint mg proteina') e foram fortemente inibidas pelo E-64 (Cath
L: 100% e Cath B: 100%) e Z-FF-MK (Cath L: 73% e Cath B: 90%), (Figura 11).
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Figura 11: Atividades de proteinases em solucao de Leishmania (V.) braziliensis. Amostras de proteinas foram obtidas: parasitos
na fase logaritimica e fase estacionaria, mantidos a 26°C; e parasitos incubados a 32°C (24horas, 48horas, 72horas e 96horas). As
atividades enzimaticas das amostras (5 pg) foram medidas substrato Z-FR-AMC, na auséncia @) ou presenca dos inbidores de 10
UM de E-64 @) e 50 uM de Z-FF-FMK @). A reacdo ocoreu durante 60 minutos a 37 °C. As atividades enziméticas das fragcbes
foram expressas como, mmol min~t.mg proteinal. Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes. *) p <0,05.
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5.5. Estabilidade do centro ativo da proteinase rCPB Lbrm.08.0810.

Uma vez que nossos resultados indicaram que o gene Lbrm.08.0810 tem maior
expressao nos ensaios de diferenciacao in vitro, foi oportuno investir em ensaios
com a proteina recombinante codificada por este gene, rCPB Lbrm.08.0810. O
foco principal desta fase do estudo foi obter evidéncias da ligagdo da enzima com
o E-64, avaliando a influéncia da variacdo de pH na estabilidade do centro ativo
da proteinase, uma vez que 0 gene alvo é expresso tanto no pH neutro quanto
acido.

Apos clonagem e expressdo da rCPB Lbrm.08.0810 no vetor pET28a (+), a
proteina foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular (Figura 12). Com
base no volume de eluicdo da proteina foi possivel determinar a massa molecular
relativa, pela relacdo direta com o logaritmo da massa molecular da proteina.
Primeiro foi necessario construir uma curva de calibragcdo (curva padréo)
utilizando proteinas de massa conhecida [Ovalbumina (Kav = 0,198), Anidrase
Carb (Kav = 0,277), Quimo A (Kav = 0,319), Ribonuclease (Kav = 0,383), Cit C
(Kav = 0,385) e Aprotinina (Kav = 0,514)]. A curva de calibracéo (inset) foi obtida
plotando-se o Log Mr vs Kd (eluicéo relativa). O Kav foi calculado seguindo a
equacao: Kav = (Ve-Vo)/(Vt-Vo), onde, Vo é o volume necessario para que as
proteinas totalmente excluidas da coluna saiam, em geral € um volume muito
pequeno, Vt é o volume total da coluna e Ve é o volume de eluicdo da proteina de
interesse. Desta forma foi possivel determinar a massa molecular da rCPB
Lbrm.08.0810 em 33 438,75 Da.

Posteriormente, foram realizados ensaios de biossensoriamento de superficie
por SPR, (Figura 13). Nestes experimentos foi possivel constatar que superficie
do sensor chip HisCap é capaz de capturar =130 pg/mm? da rCBP significando
um valor de 130 RU (Figura 13) de dissociacado durante 10 segundos de fluxo

constante.

Com a rCPB Lbrm.08.0810 capturada na superficie do sensor chip foi possivel
avaliar a ligagéo desta enzima ao E-64. Os ensaios de ligagédo do E-64 (Figura 13)
foram realizados com variacdo do potencial hidrogenidnico tampdes 10 mM
tampao fosfato de sédio (pH 4, pH 5, pH 6 e pH 7) em fluxo constante
(10pL/minuto) na temperatura de 25°C.

54



Nestes experimentos os valores de RU de dissociacdo maxima (RUmax) €
minima (RUmin) foram: pH 4.0 (855 RUmax € 524 RUmin), pH5.0 (43 RUmax e 40
RUmin), pH 6.0 (13 RUmax € 5 RUmin) pH7 (1,4 RUmax € 0,7 RUnmin). Os resultados
destes experimentos indicaram que a rCBP LbrM.08.0810 é capaz de ligar ao E-
64, e esta ligacdo € mais estavel no pH 5,0 seguido do pH 7.0, com 0s menores
valores de constante de equilibro (KD), Esta ligacdo também ocorreu no pH 4,0 e

pH 6,0, mas com menor eficiéncia, (Tabela I).
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Figura 12: Caracterizacdo da proteina recombinante, rCPB Lbrm.08.0810. A
proteina foi clonada e expressa no vetor pET28a (+), e purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel. Posteriormente, a proteina foi
submetida a cromatrografia analitica de exclusdo molecular em coluna Superdex
75. Durante a cromatografia, as proteinas foram monitoradas a 220nm/280nm

(mAU: miliequivalencias de absorbancia), com base no volume de eluicdo (mL).
Cerca de 30 pg do pico majoritario (—>) das preparacdes de proteinas eluidas da

coluna foram submetidas eletroforese em condi¢des desnaturante (SDS-PAGE a
12%), sendo reveladas com nitrato de prata (A) ou eletrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose e reveladas com anticorpo anti-cauda de histidina
produzido em camundongo e anti IgG de camundongos marcada com peroxidase
(B). A massa da rCPB Lbrm.08.0810 é indicada a direita em kDa. Estes

resultados sao representativos de quatro ensaios independentes
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Figura 13: Imobilizacdo da rCPB Lbrm.08.0810 por ensaios de ressonancia
plasmdnica de superficie. A rCPB Lbrm.08.0810 foi imobilizada na superficie do
chip sensor (fluxo de 5uL/minuto) a temperatura de 25°C em tampao 10 mM
tampdo fosfato de sodio pH 8.0. Nas reagbes foram utilizadas diferentes
quantidades da proteina rCPB Lbrm.08.0810 (10upg, 30ug e 40ug) € um sensor
chip de ouro funcionalizado com complexos de niquel-NTA (HisCap - Nomadics,
Lnc.anICx company). Os resultados sdo apresentados como unidades de
ressonancia (RU) arbitrarias e séo representativos de duas experiéncias
independentes. Os valores de RU dissociacdo sédo representativos da resposta

meédia entre 1 e 169 segundos (A) em todos 0s ensaios.
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Tabela I: Ligacdo do E-64 com a proteina rCPB Lbrm.08.0810

Variacdo de pH Kb
pH 4,0 9,6
pH 5,0 3,116
pH 6,0 3,7
pH 7,0 1,4

E-64: trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido-(4-guanidino) butane;

KD: constante de equilibrio da ligagdo do E-64 com a proteina rCPB Lbrm.08.0810
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VI. Discussao



Um dos aspectos de maior destaque no parasito do género Leishmania € a sua
diversidade genética, que possivelmente pode influenciar o desfecho na
adaptacdo aos seus hospedeiros. Evidéncias apontam para o polimorfismo
genético em populagcdes naturais de diferentes Leishmania spp (Cupolillo;
Grimaldi; Momen, 1998), explicando a adaptacédo dos parasitos a diferentes
ambientes (Cupolillo et al., 2003). No entanto, 0 mesmo nao se pode afirmar para
a adaptacao do parasito ao hospedeiro vertebrado. Neste contexto, os estudos de
expressdes génicas de fatores de viruléncia, como as proteinases, podem auxiliar
na elucidacdo dos mecanismos de adaptacao, e é neste sentido que propusemos
este trabalho de tese. Assim, o presente estudo vem acrescentar novas
informacBes sobre o potencial da expressdo de fatores de viruléncia, como as
CPBs de L. (V) braziliensis que influenciam na sobrevivéncia, adaptagédo e

manutencao do parasito em meio a condi¢gdes adversas que se encontram.

Os parasitos do género Leishmania tém um ciclo de vida digenético com
sucessivas diferenciacdes em fomas promastigotas e amastigotas, um evento
sistematico do “estilo de vida” destes protozoarios. Estes parasitos séo valiosos
organismos modelo para estudos de fisiologia, bioquimica e expressdo de
proteinas guiadas por mudancas ambientais. As alteracBes do pH e temperatura
sdo condicdes fisico-quimicas experimentadas constantemente por estes
parasitos, e, possivelmente, alguns desses fatores sdo indutores para as
transformacdes bioquimicas e morfolégicas. Neste trabalho de tese reunimos
novos dados sobre a expressdo génica do parasito L. (V.) braziliensis, o qual foi
exposto a mudancas de pH e temperatura. Propromos que ha diferencas na
expressao de catepsina L - simile nas formas promastigotas e amastigotas, uma
classe de proteinase com um potencial funcional em destaque no genoma do
parasito (revisado por Silva-Almeida et al., 2012).

A propriedade fisica como temperatura € considerada como um indutor da
expressao génica para o processo de diferenciacdo da Leishmania sp (Zilberstein
& Shapira, 1994). No entanto, este fato parece ser verdadeiro somente quando os
flebotomineos, ao se alimentarem do sangue, adquirem a forma amastigota.
Geralmente, os choques de temperatura e pH, ao mesmo tempo, sdo aplicados
como uma estratégia para induzir as alteragbes morfolégicas em espécies

pertencentes ao complexo de L. mexicana (Bates, 1994; Cysne-Finkelstein et al.,
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1998; Alves et al., 2005) e ao complexo de L. braziliensis (Eperon & Mcmahon-
Pratt, 1989).

Com a estratégia de diferenciacao in vitro de L. (V.) braziliensis aqui aplicada foi
possivel simular os eventos bioquimicos relacionados com a adaptacdo do
parasito em diferentes ambientes: hospedeiros invertebrados e hospedeiros
vertebrados, uma simulacdo da sequéncia de eventos naturais experimentados
por este parasito no ciclo de vida, quando circula entre o flebotomineo e
hospedeiros mamiferos. Portanto, a estratégia de diferenciacdo assuminda neste
trabalho levou em consideracdo que este parasito é primeiramente submetido a
alteracdo do pH 4&cido, alcancando a fase estaciondria com as formas
metaciclicas quando migram da glandula salivar para o intestino médio, em
seguida, o aumento de temperatura no hospedeiro mamifero, predominando as
formas amastigotas, com flagelo que emerge da bolsa flagelar (Schlein,1993).
Estas alteragbes ambientais atuam como sinais provocando mudancas ha
expressao génica necessarias para permitirem a adaptacéo e diferenciacao. Esta
hipotese foi testada aqui, uma vez que, temos evidéncias que as alteracbes
morfologicas ocorreram nas primeiras horas de transformacdo in vitro, apenas
depois das flutuacdes nas expressdes dos genes cbp e a proteinase codificadas

por esses genes.

As formas promastigotas metaciclicas foram expostas a temperatura
semelhante ao hospedeiro mamifero acarretando a uma acumulacdo progressiva
de transcritos dos genes LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830, e estdo
relacionados com uma mudanca biolégica significativa deste parasito. Neste
contexto, € possivel que o aumento dos transcritos do gene cpb nas primeiras
horas de diferenciacdo possa ser importante para o fendmeno de autofagia para
diferenciacdo de promastigotas metaciclicos em amastigotas. Ha relatos de que o
aumento do nimero de autolisossomos durante este processo esta relacionado
com uma remodelagem da estrutura celular de L. (L.) mexicana, na presenca de
CPB. Também ha evidéncias que a inibicdo das proteinases lisossomais CPA e
CPB, ou remocéao de seus genes, ndo so interfere na via autofagica, mas também
impede a metaciclogénese e a transformacdo para amastigotas, dando suporte a

hipétese de que a autofagia esta associada a estes genes e € necessaria a
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diferenciacdo celular (Williams et al.,2006). Além disso, o parasito L. (L.)
amazonensis é capaz de manter a producdo de fatores de viruléncias como as
cisteina proteinases, 0s quais sdo detectados em promastigotas e com o0 aumento
da concentracdo durante a diferenciacdo para as amastigotas, assegurando sua
viruléncia (Leon et al., 1994). Assim, a expressdo de genes cpb ao longo da
diferenciacdo influencia no sucesso da adaptacdo do parasito ao ambiente
intracelular, mostrando-se como um importante fator de viruléncia envolvido no

processo de diferenciacao.

Até o presente momento, ndo se conhece a funcéo bioldgica dos trés genes cpb
em L. (V.) braziliensis e, possivelmente, cada um desses genes pode ter funcdes
distintas ou complementares na interacdo do parasito com o hospedeiro. Em
todos os passos dos ensaios de diferenciacdo in vitro realizados neste trabalho foi
evidente que os transcritos do gene LbrM.08.0810 foram melhor detectados do
gue os transcritos dos genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830. Este fato nos permite
sugerir que a maior quantidade de transcritos do gene LbrM.08.0810 esta
relacionada com um aumento da atividade desta enzima no ciclo de vida do
parasita, uma vez que catepsina L, em geral, desempenha um papel importante
na atividade de degradacdo das proteinas celulares e da matriz (Towatari et
al.,1978; Matsukura et al.,1981; Kamboj et al., 1993), como também em
Leishmania sp atuam na modulacdo da resposta imune do hospedeiro vertebrado
(Pereira et al., 2008).

7

Assim, € possivel sugerir que as trés isoformas da CPB exercem
individualmente funcdes diferentes ao longo do ciclo de vida do parasito, uma vez
que alguns dos genes cpb sao sintetizados em maiores quantidades em
circunstancias especiais, somente quando necessario como observado em
promastigotas de L. (V.) braziliensis mantidas em cultura in vitro (Rebello et al.
,2010). Além disso, o controle da regulacdo da expressao génica € um fato bem
conhecido para outros genes de Leishmania sp (Folgueira & Requena, 2007;

Omara-opyene & Gedamu, 1997; Somanna et al., 2002).
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Em adicdo, é importante ter em mente que 0s genes de tripanossomas
codificam proteinas que sdo organizadas em tandem separadas por pequenas
regides intergénicas, que sdo transcritas em longas subunidades policistrénicas
(Johnson et al., 1987) e que podem ser reguladas na etapa pos-transcricional
(Horn, 2008). Assim, é possivel que quantidade dos transcritos de cpb detectados
nas preparacoes de RNA total deste parasito, ndo corresponda a quantidade real
de enzima CPB em L. (V.) braziliensis. Em contraste, os nossos resultados
mostraram que existe também uma regulacdo poés-traducional, uma vez que ha
um aumento do produto da expresséo traduzido ao longo da diferenciacdo do
parasito. As unidades de RNA policistronicos sado processadas por reacdes de
trans-splicing e de poliadenilacdo para que se obtenham os RNAs mensageiros
monocistronicos (RNAmM maduro). Portanto, os genes cpb originado na mesma
unidade de transcricdo podem mostrar grandes diferencas nos padrbes de
expressdo da CPB e diferenciacdo de L. (V) braziliensis, tal como sugerido
através de estudos com L. infantum numa combinacdo de abordagens proteémica

e transcriptdmica (McNicoll et al., 2006).

Neste contexto, para observar a expressdo de RNA mensageiro dos genes cpb
(LbrM.08.0810, LbrM.08.0820; LbrM.08.0830) foram desenhados iniciadores
3'UTR, relativamente estimando, devido a extensa homologia na respectiva ORF.
No entanto ndo foi possivel distinguir RNA mensageiro dos genes
LbrM.08.0820/LbrM.08.0830, que tem 100% de identidade na sua sequéncia e,
por conseguinte, o iniciador utilizado para amplificacdo do DNA complementar
corresponde a ambos o0s genes. Devido a diferenca na expressao entre 0s genes
LbrM.08.0810, e LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 e considerando que estdo no
mesmo cluster policistrénico, é possivel que esta diferenca esteja relacionada

com as sequéncias desses genes 3'UTR.

Além disso, tem sido observado que alguns elementos presentes na regiao
3'UTR podem atuar na regulacdo da expressdo de proteinas em Leishmania sp
(Boucher et al., 2002; Mcnicoll et al., 2005; Leifso et al., 2007), como também
influenciam na regulacdo da expressao diferencial de RNA da metalo proteinase
gp63 em L. chagasi (Ramamoorthy et al., 1995). Nas estruturas bidimensionais de
sequéncia 3'UTR que correspondem aos genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830, foi
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possivel observar elementos ricos em UA (Ares), que se caracterizam como
elementos cis reguladores envolvidos na aceleracdo da degradacdo do RNA (Xu
et al.,1997). Curiosamente, na sequéncia da regiao 3'UTR do gene LbrM.08.0810
nao foram observados estes elementos, o que explicaria a maior expressado da
enzima que codifica em algumas etapas de diferenciacdo do parasito.
Experimentos adicionais sdo necesséarios para confirmar o tamanho e a
participagédo de 3'UTR na regulagdo destes genes envolvidas na expresséo e

atividade dessas proteinases.

No decorrer deste trabalho, obtivemos evidéncias adicionais de presenca da
atividade de catepsina L - simile em todas as etapas de diferenciacdo de L. (V.)
braziliensis. A inibicdo parcial das proteinases por Z-FF-FMK e E-64, juntamente
com a sua capacidade para degradar o substrato Z-FR-AMC é prova de que a
atividade das proteinases detectada no extrato total de proteina obtidas do
parasito séo cisteina proteinases do grupo das catepsinas. A auséncia de inibic&do
total da atividade de catepsinas sobre o substrato Z-FR-AMC, por ambos os
compostos, permite algumas consideracoes.

De fato, foi detectado cisteina proteinases semelhantes a catepsina L que sao
capazes de hidrolisar o Z-FR-AMC, um substrato geralmente aplicado para
detectar esta classe de enzima (Kirschke et al., 1982). A hidrélise do substrato
que contém residuos de fenilalanina na posicdo P2 como Z-FR-AMC, é
compativel com a especificidade de proteinases com um grupo tiol no centro
ativo, tal como a papaina extraida da Carica papaya (Baines & Brocklehurst,
1982), cujo mecanismo de acao € definido pela interacdo com locais especificos
da proteinase, com excecao do grupo AMC, que ocupa o subsitio S'1 (Schechter
& Berger, 2012).

Embora o Z-FF-FMK seja um inibidor irreversivel para catepsina B e catepsina L
(Kamboj et al., 1993), o E-64 se liga irreversivelmente a um grupo tiol ativo em
muitas cisteina proteases, tais como a papaina, calpainas e catepsinas (B, H, K e
L) para formar uma ligagao tioéster (Lecaille et al., 2002). Uma vez que ambos os
inibidores ndo reagem com outras proteases, os resultados aqui obtidos provam

pela primeira vez, que ocorre uma flutuagéo da cisteina proteinases com atividade
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de catepsina nos momentos iniciais da diferenciacdo do parasito L. (V.)
braziliensis. Além disso, embora a atividade especifica da catepsina L - simile em
preparacdes homogénica de proteina esteja limitada, devido a auséncia de
substrato especifico para esta proteinase, 0s ensaios enzimaticos e de expressao
dos genes em conjunto sao evidéncias de que estas enzimas sao

guantitativamente aumentadas na diferenciacdo em L. (V.) braziliensis.

O sucesso do ciclo de vida da Leishmania sp. € dependente dos genes que sao
diferencialmente expressos durante as fases nos hospedeiros mamiferos e
invertebrados e codificam proteinas, tais como proteinases, que estdo envolvidas
na interacdo hospedeiro-patégeno como fatores de viruléncia para sobrevivéncia
do parasito. Propomos, através de deteccdo de RNA mensageiro e abordagens
da atividade enzimatica, que a expressao de catepsinas sdo moduladas durante o
processo de diferenciagéo in vitro das promastigotas de L. (V.) braziliensis para
formas amastigotas e sugerimos que estas enzimas podem estar envolvidas com

alteracOes adaptativas e seletivas durante o ciclo de vida deste parasito.

O aumento da atividade da catepsina observado neste trabalho € uma evidéncia
que durante a transformacdo de promastigotas para amastigotas, a L. (V.)
braziliensis adquire de forma gradual o seu status de viruléncia necessario para a
infeccdo de mamiferos. Em geral, estas enzimas inibem a biossintese das
prostaglandinas proé-inflamatérias (Taussig, 1980), reduzem a eficiéncia de
coagulacdo (Livio et al., 1978) e podem influenciar a resposta imune nos
hospedeiros vertebrados (Silva-Almeida et al., 2012). Além disso, a catepsina L,
mas nao catepsina B, tem o potencial de gerar quininas a partir de quininogénio

de baixo e alto peso molecular (Desmazes et al., 2001).

Os resultados aqui reunidos sugerem que 0 aumento das proteinases como a
catepsina L - simile pode estar relacionado com a necessidade de alteracfes
morfologicas experimentadas pelo parasito, como alteracdes na forma da célula,
reducdo do flagelo extracelular, remodelagédo do citoesqueleto microtubular, e
outros. Uma vez que catepsina L € uma proteinase com uma atividade especifica
mais elevada do que a catepsina B na degradacdo de substratos proteicos
fisiologicas (Kirschke et al., 1982), experiéncias adicionais sdo necessarias para
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provar o envolvimento eficaz das enzimas em diferentes fases de autofagia no
parasita. Mais investigacOes precisam ser realizadas para provar a participagao
efetiva de cada uma das enzimas codificadas por genes da catepsina L - simile
(LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830) no conjunto de atividades

bioldgicas experimentadas por L. (V.) braziliensis em seu ciclo de vida.

No curso deste estudo foi oportuno abordagens adicionais sobre a cisteina
proteinase recombinante rCPB Lbrm.08.0810 de 33 438,75Da, com o proposito de
investigar a influéncia da variacdo do pH na estabilidade do centro ativo desta
enzima. Nesta fase do estudo comprovamos a hipétese de que 0s ambientes
quimicos experimentados pelo L. (V.) braziliensis durante o ciclo de vida podem
influenciar as propriedades cataliticas da enzima CPB e ser definidor de suas
atuacBes no favorecimento do sucesso de vida do parasito. Esta proposic¢ao foi
possivel devido ao potencial da ressonancia de plasma de superficie, na
caracterizacdo dos parametros fisico-quimicos de ligacdo da rCPB Lbrm.08.0810
ao E- 64. Com esta abordagem foi possivel especular sobre a atuacdo das CBPs

nas fases do ciclo de vida.

Desta forma, a simulacdo dos ambientes quimicos onde correm os eventos de
interacdo molecular os quais o0s parasitos estdo sujeitos, foi satisfatéria para
indicar que a enzima rCPB Lbrm.08.0810 pode atuar em ambientes quimicos com
diferentes graus de protonacdo experimentado pela L. (V.) braziliensis. A
condicdo de pH5,0 e pH7,0 para ligacdo do E-64 a rCPB Lbrm.08.0810 é um forte
indicativo do perfil do ambiente quimico necessario para manter as forcas
envolvidas na estabilidade e no enovelamento do centro ativo desta proteinase.
De maneira geral, as atividades cataliticas destas enzimas ocorrem em ambientes
intracelulares na faixa de pH 5.0, como nos megassomos (Leon et al., 1994;
Pupkis et al.,, 1986) ou ainda na superficie de membrana externa do parasito
(Rebello et al., 2009; Rebello et al., 2010). Estes achados sao indicativos que a
CPB de L. (V.) braziliensis pode atuar tanto na fase do parasito no inseto vetor

guanto no hospedeiro mamifero.

Durante as duas Ultimas décadas houve um avango significativo no
desenvolvimento de sensores e biossensores Opticos para determinacdes das
interacdes moleculares em um ambiente tridimensional e em tempo real,
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permitindo medir parametros relevantes para as interacées moleculares em
fenbmenos bioldgicos diversos (Carvalho et al., 2003), como também na interagcédo
entre proteinas H-2 e epitopos imunogénicos da CPB de L. amazonenis (Brandt et
al.,2016; Souza- Silva et al., 2014). Ressalta-se ainda, que uma das vantagens
desta metodologia € a possibilidade de analise do fendbmeno de ligagdo em tempo
real, ou seja, leva-se em conta, também, a quarta dimensdo no estabelecimento
da interacdo molecular (Van Regenmortel, 1996). Desta forma os resultados de
SPR que apresentamos sdo dinamicos e simulam a realidade do fenbmeno de

interacdo que esta sendo pesquisado.

Além disso, é importante destacar que os resultados dos estudos fisico-
guimicos apresentados neste trabalho correspondem a uma primeira abordagem
de biossensoriamento de superficie aplicados a andlise de interacdo molecular
entre proteinase de L. (V.) braziliensis e um composto inibidor. As grandezas
termodinamicas relacionadas as interacbes moleculares obtidas neste trabalho
deram indicios de que o grau de protonacao ao qual a proteina esta exposta pode
modificar o dominio estrutural do centro ativo da enzima CPB interferindo na
interagcdo com o composto E-64. De maneira geral, as taxas de conformacédo e o
potencial eletrostatico de centro ativo de enzimas estéo intimamente relacionados

e sdo funcionalmente essenciais (Hanoian et al., 2015).

De certa forma, podemos afirmar que as enzimas CPB estdo sujeitas a varios
graus de protonacdo durante o ciclo de vida do parasito e, provavelmente, de
acordo com isoforma podem ter atuacbes mais precisas e eficientes na
degradacdo de proteinas pelo parasito. Este ciclo de protonacéo afeta a taxa de
hidrolise destas enzimas e podem mudar entre a aquisicdo de substratos por
autofagia, degradacdo de substratos e a reciclagem de proteinas degradadas
para novas proteinas (Lockwood, 2013); o que pode explicar o potencial funcional

destas enzimas no parasito.

Estamos certos de que, a partir da compreensdo do mecanismo de catélise da
CPB de L. (V.) braziliensis sera possivel propor uma estratégia de interferéncia na
multiplicacdo deste parasito. Isto sera de grande contribuicdo para a quimica
medicinal voltada para os reagentes leishmanicidas com propriedades inibitérias

sobre o ataque nucleofilico de substratos proteicos, sendo um reflexo dos estudos
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das razdes moleculares da agcdo de farmacos. A tética de inibicdo enzimatica,
reversivel ou ndo, esta entre as diversas estratégias modernas de desenho
molecular de novos prototipos de substancias com potencial terapéutico
conhecido, em funcdo do mecanismo de acdo pretendido para o tratamento de
vérias doencas (Wermuth, 1996; Klinghofer et al., 2001; Combs et al., 2005).

Como o conjunto de informagdo obtidas neste trabalho, no ambito da
bioquimica, “dissecamos molecularmente” as cisteinas proteinase B que tém o
potencial de atuacdo na resisténcia da L. (V.) braziliensis aos seus hospedeiros,
seja nas formas promastigota quanto a amastigota. Esmiu¢gamos alguns aspectos
do ciclo de vida deste parasito, através de uma nova estratégia de diferenciacéo
in vitro, simulando condi¢cbes adversas de choque de temperatura e pH e
identificamos regides no genoma da cisteina proteinase B que atua na adaptacao
do parasito. Regifes essas que interferem na maior sintese desta proteinase,
sugerindo que tais proteinases sao fatores de viruléncia que modulam tanto as
vias imunolégicas do hospedeiro vertebrado, quanto a manutencdo da

homeostase do parasito.
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VIl. Conclusdes



A estratégia de diferenciacdo sequencial por choque de pH e temperatura de
L. (V) braziliensis in vitro foi favoravel & mudanca do padrdo morfoldgico de
promastigotas a amastigotas, em uma cinética temporal.

Somente depois da oscilagdo dos niveis de expressdo dos genes de cpb
(Lbrm.08.0810 e Lbrm.08.0820/Lbrm.08.0830) e da atividade enzimatica de
cisteina proteinases, os promastigotas de L. (V) braziliensis mudam sua

morfologia para amastigota in vitro.

Os transcritos do gene LbrM.08.0810 foram melhor detectados do que os
transcritos dos genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830, indicando que sao mais

expressos no parasito nos tempos iniciais da diferenciacao in vitro.

A extensa homologia entre as sequéncias ORF dos genes LbrM.08.0810,
LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830 foi um dos fatores limitantes na distincdo da
expressdo do RNA mensageiro destes genes, sendo apenas possivel propor
dois inciadores: um para o gene LbrM.08.0810 e outro para 0S genes
LbrM.08.0820 e LbrM.08.0830.

A propriedade de hidrolisar o substrato Z-FR-AMC e a inibicado dessa atividade
por Z-FF-FMK e E-64, compravam que as enzimas catepsinas (L ou B) atuam
durante a diferenciacdo da L. (V.) braziliensis.

A cisteina proteinase rCPB LbrM.08.0810 preserva a propriedade de ligar o E-
64 nas condi¢des de pH 5,0 e pH 7,0 uma vez que revelaram os melhores
valores de constante de equilibrio. Este achado € um indicativo de que os
ambientes quimicos &cido e neutro sdo favoraveis em manter as forcas
envolvidas na estabilidade e no enovelamento do centro ativo da proteinase.

O conjunto de resultados obtidos apontam que a cisteina proteinase codificada
pelo gene LbrM.08.0810 pode ter uma contribuicdo de destaque no ciclo de
vida da L. (V.) braziliensis, pois tem maior expressdo dos seus RNA
mensageiros, sugerindo maior sintese de catepsina L - simile em ambientes

distintos, tipico do ciclo deste parasito.
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IX. Anexos
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Anexol: Esquema representando o vetor pet 28a(+) e a insercao do
fragmento do gene da cpb LbrM.08.0810. Podemos observar nessa figura
algumas caracteristicas do vetor de expressdo pET-28a tais como: a regido de
clonagem (BamHI — Xhol), conforme a seta em vermelho indicando onde foi
inserido o gene LbrM.08.0810 e também o vetor apresenta uma sequencia
codificadora da cauda de histidina (His-tag) o que permite a expressao da

proteina recombinante fusionada a 6 residuos de histidina e facilitando a
purificacdo por técnicas de cromatografia de afinidade.
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Anexo 2: Confirmacao da insercédo da rCPB LbrM.08.0810. Amostra de DNA
da colénia de bactéria transformado e clonada, foi amplificada em PCR para
confirmacdo do gene de interesse (LbrM.08.0810) no vetor (pet28a). Os
iniciadores utilizados foram M13. O peso molecular utilizado foi de 100pb e o
inserto tem um tamanho aproximado de 1300 pb.
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Anexo3: Grau de similaridade das sequéncias obtidas para o gene cpb LbrM.08.0810. Ap6s o alinhamento das
sequéncias realizamos uma busca no banco de dados do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) e obtivemos

sequéncias com alto grau de identidade em relagdo ao gene cpb LbrM.08.0810 de Leishmania braziliensis.

Numero Descricao Escore Query Identidade
de acesso Maximo cover

FR798982.1 Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2904 complete 99%
genome, chromosome 8 829 100%

XM 001562089.1 Leishmania brazilien;is MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like 100%

- protease (CPB), partial mMRNA 829

AY850168.1 Cloning vector pQ-CPB recombinant cysteine protease 820 100% 99%
MRNA, partial cds

XM_001562091.1 Leishmania brazilien;is MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like 814 100% 99%
protease (CPB), partial MRNA

XM_001562090.1 Leishmania brazilien;is MHOM/BR/75/M2904 cathepsin L-like 810 100% 99%
protease (CPB), partial MRNA

XM_010705915.1 Leishmania panamensis cathepsin L-like protease (CPB), 738 100% 95%
partial mMRNA

CP009377.1 Leishmania panamensis strain MHOM/PA/94/PSC-1 738 100% 95%
chromosome 8 sequence

GQ180933.1 Leishmania guyanensis cysteine protease (CPB) gene, 733 100% 95%
complete cds

EU289030.1 Leishmania panamensis cysteine protease gene, complete 733 100% 95%
cds

AJ512653.1 Leishmania guyanensis partial cpb gene for cysteine 666 90% 95%

proteinase b
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Anexo4:Increasing in cysteine proteinase B expression and enzymatic activity
during in vitro differentiation of Leishmania (Viannia) braziliensis: First evidence of
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ABSTRACT

Leishmania (Viannia) braziliensis presents adaptive protease-dependent mechanisms, as cysteine pro-
teinases B (CPB). This study investigates the expression of three cpb gene isoforms and CPB enzymatic
activity during the parasite differentiation. Relative expression levels of LbrM.08.0810 gene were
assessed, exhibiting a higher quantity of transcripts in the logarithmic promastigotes phase than in the
stationary promastigotes phase (>1.5 times). The cbp gene tends to decrease during acid pH shock and
increases when the temperature rises (>1.3 times). LbrM.08.0820 and LbrM.08.0830 genes exhibited
similar expression profiles to LbrM.08.0810 gene, with lower levels being observed overall. The pro-
teolytic activity exhibits a gradual increase during the parasite's differentiation with low levels in
samples of logarithmic promastigotes phase (3.2 + 0.08 mmol min~! mg protein—!) to a peak of activity
after 72 h of incubation at 32 °C (4.2 + 0.026 mmol min—' mg protein~') followed by a subsequent
decrease of 68 % of peak activity levels after 96 h of incubation at 32 °C (2.8 + 0.37 mmol min~—' mg
protein~1). These activities were also measured in the presence of selective inhibitors for cysteine pro-
teinases, such as Z-Phe-Phe-fluoromethyl ketone and trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)
butane, demonstrating their source as cathepsin-like proteinases. To the best of our knowledge, this
report presents the first description of a modulation of cathepsin L-like expression during the L. (V.)

braziliensis in vitro differentiation induced by acid pH and high temperature.
© 2016 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights
reserved.

1. Introduction

showing a heterogeneous life cycle [2]. Leishmania spp are widely
distributed in tropical and subtropical regions, causing cutaneous

Protozoa of the genus Leishmania are parasites adapted to shift
between two morphological stages, living as extracellular pro-
mastigotes in the gut of sandfly vectors and as intracellular amas-
tigotes in mammalian host cells [1]. The parasites are transmitted
to the mammalian host through the bite of the female sand fly,

* Corresponding author.
E-mail address: calves@ioc.fiocruz.br (C.R. Alves).
! These authors have equally contributed to this paper.

http://dx.doi.org/10.1016/j.biochi.2016.11.015

and visceral injuries. Leishmaniasis is endemic in 98 countries and
in three territories. Approximately 200 thousand new cases of
cutaneous leishmaniasis (CL) occur per year. In Brazil, the American
Cutaneous Leishmaniasis (ACL) is geographically expanding,
reaching an annual incidence of 11.3 cases per 100 thousand in-
habitants in the last four years [3].

The main species causing ACL in Brazil are Leishmania (V.) bra-
ziliensis, L. (V.) guyanensis, and Leishmania (Leishmania) ama-
zonensis. Indeed, L. (V.) braziliensis is also the main agent of
mucocutaneous in Americas, a metastatic sequela of a cutaneous

0300-9084/© 2016 Elsevier B.V. and Société Francaise de Biochimie et Biologie Moléculaire (SFBBM). All rights reserved.
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infection that results from dissemination of parasites from the skin
to the naso-oropharyngeal mucosa [4]. Pentavalent antimonials are
the drugs mainly used in the current therapy; however, this
treatment is toxic and expensive [5]. In this context, new strategies
for leishmaniasis treatment are recommended, and studies for
potential new targets are underway, mainly focusing on the viru-
lence factors of these parasites, such as the proteases [6,7].

Proteases have been addressed as putative therapeutic targets
due to their relevance in the biological processes of different life
stages of Leishmania sp, either in vertebrate or invertebrate hosts,
influencing transmission and infection [8]. These enzymes are hy-
drolases, grouped according to structure and functionality, that are
able to cleave peptide bonds of proteins. Hydrolysis of peptide
bonds may occur at the amino-terminal or carboxy terminal groups
(exopeptidase activity) or inside (endopeptidase activity) the pro-
tein. In the latter case, enzymes are also known as proteinases [9].

In fact, different proteinases activities are known in Leishmania
sp, and some of these enzymes are essential to the parasite lifecycle
[8,10,11]. Cysteine proteinase (CPs), followed by metalloproteinase
and serine proteinases, are the best described virulence factors of
Leishmania sp influencing successful infection in vertebrate hosts
[8].

CPs are currently the class with more reports of virulence factors
in Leishmania sp. In L. (L.) mexicana CPs are known to influence
macrophage signaling [12] and the activities are higher in amasti-
gotes than in promastigotes [13], which is correlated with the
infectivity of this parasite [8]. Three CPs (CPA, CPB and CPC) are well
studied in Leishmania sp, but CPB has been highlighted by its role in
host-parasite interactions. CPC null mutants of the L. (L.) mexicana
grew normally as promastigotes and axenic amastigotes, but
showed reduced infectivity to macrophages [14,15]. Additionally,
Leishmania donovani with the suppressed CPA gene was less able to
infect mammalian hosts [16].

The CPB has been reported as the most relevant to CP in para-
sites of L. (L.) mexicana complex, producing a wide range of effects
on vertebrate host. This enzyme is able to promote expression of
interleukin (IL)-4 [17], inhibit IL-12 [18] expression, affect tran-
scription factors as STAT- 1, AP - 1 and NF-Kb [19], impair the
production of nitric oxide [20], and cleave proteins of the major
histocompatibility complex [21]. Furthermore, the suppression of
multiple copies of chp genes in L. (L.) mexicana reduced the ability of
parasites to infect and cause lesions in hosts [22,23]. Additional
studies of CP genes suppression in Leishmania sp have proven the
important role of such proteinases for the virulence of the parasite.
CPs suppression decreased L. Infantum infantum infectivity in
hamsters [24] and L. I. chagasi in human cell cultures [25].

Although several studies have identified CP as prevalent viru-
lence factors in many Leishmania sp, in L. (V.) braziliensis, such
virulence factors have not been adequately characterized to date.
Analysis of the genome organization of this parasite showed two
main types of CP sequences: cathepsin B-like (locus CPA and locus
CPC - present as single copy genes) and cathepsin L-like (locus CPB -
present as three copies genes) [15,26]. Due to this high degree of
similarity to cpb, gene copies LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and
Lbrm.08.0830 are considered orthologous [ 11], and identification of
differences in expression among these genes based on their mRNA
sequence is rather difficult.

A recent report demonstrated that L. (V.) braziliensis expresses
CPB enzymes on the membrane surface of promastigotes, and this
enzyme may be important in the catalysis of protein subtracts in
the gut environment of sand flies [27]. In addition, the expression of
these genes is regulated during the successive in vitro culture of
promastigotes, suggesting a parallel between the CPB genes
expression and the loss of infectivity [28].

In the present study, we analyzed CPB expression on in vitro

differentiation of promastigotes to amastigotes of L. (V.) braziliensis,
induced by pH and temperature shock. These manuscripts present
new evidence of cathepsin L-like genes expression along with
parasite differentiation, suggesting a differential expression be-
tween the cpb isoforms by analysis based on the 3’UTR region. We
hypothesize that a temperature of 32 °C and a change of pH to
acidic levels can modulate cathepsin L-like gene expression in this
parasite, which may be associated with environmental adaptation
within the hosts.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and culture reagents

Detergents [sodium dodecyl sulfate (SDS) and t-Octylphenox-
ypolyethoxyethanol (Triton X-100)], dimethyl sulfoxide (DMSO),
dithiothreitol (DTT), glycerol, penicillin, streptomycin, Schneider's
drosophila medium, fluorogenic peptide substrates [Z-Phe-Arg 7-
amido-4-methylcoumarin hydrochloride (Z-FR-AMC)], proteinases
inhibitors [trans-Epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane
(E-64) and Z-Phe-Phe-fluoromethyl ketone (Z-FF-MK)] and sodium
acetate, ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) were purchased
from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). The micro-
bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit was purchased from
Pierce Chemical Co. (Appleton, WI). Fetal calf serum (FCS) was
purchased from Gibco, Invitrogen (Brazil). TRIzol® RNA Isolation
Reagent (Trizol), RNase H enzyme, DEPC-treated water, Platinum
Taq DNA Polymerase (DNA Polymerase), DNase I amplification
grade (DNase I) were purchased from Invitrogen, Life Technologies
(USA). RNeasy Mini Ki and RNase OUT enzyme were purchased
from Qiagen (Hilden, Germany). GoTaq Hot Start Master Mixes,
Wizard® DNA Clean-Up System and PCR Clean-Up System were
purchased from (Promega Corporation, USA). SYBR Green kit (SYBR
Green ROX Mix) was purchased from LGC Biotechnology (Ted-
dington, Middlesex, UK). TBE buffer Gelred Staining solution (Bio-
tium, Hayward, CA). All reagents were of analytical grade or better.

2.2. Parasite

Leishmania (Viannia) braziliensis (strain MCAN/BR/1998/R619)
was maintained in semi-solid NNN medium at 26 °C and its
expansion was performed in Schneider's insect medium pH 7.2
(supplemented with 10% FCS, 200 IU penicillin, 200 pg/mL, strep-
tomycin and 2% urine).

2.3. In vitro differentiation of parasites

In vitro differentiation of promastigotes to amastigotes was
initiated with a 10® promastigotes/mL suspension of log-phase
promastigotes (26 °C, 2 days) in Schneider's insect medium pH
7.2 — parasite in logarithmic phase. Subsequently, promastigotes
were suspended at the same prior density in Schneider's insect
medium pH 5.5 (supplemented with 10% FCS, 200 IU penicillin,
200/ml streptomycin and 2% urine) and incubated (26 °C, minimum
4 days) when cultures presented at least 53% of metacyclic forms
(data not shown). When parasites reached the stationary growth
phase, a suspension of 10% promastigotes/mL was transferred to
Schneider's insect medium pH 5.5 (supplemented with 20% FCS,
200 IU penicillin, 200 pg/mL streptomycin and 2% of urine) and
incubated at 32 °C for 4 days - parasites under high temperature
[29].

2.4. Monitoring the parasites differentiation

The in vitro differentiation process was followed by light
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microscopy (LM) and scanning electron microscopy (SEM) to assess
cell viability and morphological changes, respectively. Trypan Blue,
a living-cell exclusion dye, was used to determine parasite viability.
Parasites were incubated with vital dye (1% - v/v) and then, counted
in a Neubauer chamber by light microscopy (Zeiss Primo Star
Halogen/LED Microscope). For SEM, parasites (107) at each stage of
differentiation were fixed (4 °C, 24 h) with 2.5% glutaraldehyde in
sodium cacodylate buffer (0.1 M, pH 7.2). After washing with PBS,
the parasites were attached to a poly-i-lysine coated coverslip
followed by post-fixation (4 °C, 1 h) with 1% OsO4 in cacodylate
buffer (0.1 M, pH 7.2). Then, the samples were dehydrated in a serial
gradient of ethanol (30—100%), critical point dried and submitted to
sputter coating with gold. The samples were observed using a Jeol®
JSM-5600.

2.5. Total RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted from 10® parasites during differentia-
tion assays using Trizol reagent, following the manufacturer's
protocol. Quantitative analysis of total RNA was determined by
measuring absorbance at 260 nm in a Nanodrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Retrieved RNA was treated
with 1 pL DNAse I (Deoxyribonuclease I, Amplification Grade -
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), following the manufacturer's in-
structions. A reverse transcription reaction was initiated with 5 pug
of RNA and 1 pL of oligo dT (70 °C, 10 min). Then, 10 mM of DTT
(0.1 M/mL), 0.04 mM of dNTPs, 1 puL RNase inhibitor (40U/uL), 1 uL
transcriptase SuperScript Il enzyme (200U/uL), 4 pL reaction buffer
10X (200 mM Tris-HCl and 500 mM KCl, pH 8.4), and H,0 up to
20 uL were added. The reaction was kept for 1 h at 42 °C and
inactivated at 90 °C for 5 min. Produced cDNA was quantified in
Qubit 2.0 Fluorometer (ThermoFischer, USA).

2.6. Design of specific primers

Previous alignment in CLUSTAL Omega online platform (http://
www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) showed a high identity rate
between CPB genes when their open read frame (ORF) sequence
was used. Then, primers were designed by aiming the 3’"UTR region
sequence of LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and LbrM.08.0830 genes,
which were obtained from the Tritrypdb.org platform
[LbrM.08.0810: 5'CGT GCG GCT CTA CGA TCC CCT ACA CG 3’ and
5'GGA AAA GGG TGG CTG TGA TAG TCG 3’ (expected product size:
190 bp); LbrM.08.0820/Lbrm.08.0830: 5 CAG CGG TAC GCC GAA
GTA CAA AGT G 3’ and 5’ GTA TTA ACG CGA AGC TGC CAT AGCG 3’
(expected product size: 193 bp)]. The primers used for a-tubulin
(LbrM.13.0200) gene expression were employed as endogenous
control (constitutive expression) for comparative analysis of CPB
genes expression: 5" TAT CTG CAT TCA CAT CGG 3’ and 5’ CGT CAT
CCT CAA CAC CA 3'(expected product size: 130 bp) [28].

2.7. Conventional (qualitative) PCR

cDNA was amplified using specific primers, as described above.
The reaction was carried out with 1 ul cDNA reaction, 12.5 ul GoTaq
Hot Start Master Mixes and DEPC-treated water up to 25 pl. PCR
amplification was performed with a programmable thermal cycler
(Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). cDNA amplification pro-
tocol was carried out as follows: 1 cycle 95 °C; 30 cycles of 30 s at
94 °C,30sat54°C,40s at 72 °C, and 1 cycle of 5 min at 72 °C. PCR
products were subjected to electrophoresis in a 2% agarose gel in
TBE buffer Gelred Staining solution 1:1000 on horizontal cube at
80 V for 90 min.

2.8. Real-time RT-PCR

Gene expression by real-time quantitative polymerase chain
reaction (qPCR) was performed using a ViiA™ 7 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA). Reactions were
performed as biological triplicates and technical duplicates using a
SYBR Green kit. The final concentration of oligonucleotides in the
reaction was 0.6 pM. Fluorescence readings were performed under
the following conditions: preincubation at 95 °C for 10 min, 40
cycles of amplification at 95 °C for 30 s, and 60 °C for 60 s. The
melting or dissociation curve was determined immediately after
amplification with continuous readings of fluorescence at
55 °C—95 °C at a linear temperature transition rate of 0.2 °C. Gene
expression analyses were performed using QuantStudio™ Software
V1.2 (Applied Biosystems) based on ACt methods.

2.9. Sequencing of cpb gene PCR product

The product of conventional PCR reaction described above was
purified with Wizard® DNA Clean-Up System, following the man-
ufacturer's protocol and quantified in a Nanodrop 2000c. Next,
200 ng of the PCR product and forward primer for the studied genes
(described above) were used for sequencing using a Sequence
Scanner (Applied Biosystems). The results were analyzed in the
BioEdit program (Ibis Biosciences, Carlsbad, CA, USA).

2.10. Parasite protein extracts

Protein extracts were obtained as described previously [30]. The
parasites (2.0 x 10%) were washed three times by centrifugation
(3000 x g, 10 min, 4 °C) in PBS (pH 7.2) and then subjected to 4
cycles of vortex-mixing for 30 min in lysis buffer (100 mM Tris-HCI
pH 8.0, 150 mM Nacl, 10% glycerol, 0.6% Triton X-100). The soluble
protein fraction was obtained by centrifugation (25,000 x g,
30 min, 4 °C) and stored (- 20 °C) until further use. Protein con-
centration of extract samples was determined using a micro-BCA
protein assay Kkit.

2.11. Cysteine proteinase activity

Cysteine proteinase activities in protein extracts (5.0 g) of hu-
man cathepsin L (2.0 pug), which was used as positive activity con-
trol, were characterized in activation buffer (400 mM Sodium
acetate pH 5.5, containing 4 mM EDTA and 8 mM DTT) at a final
volume of 60 pl, using a Z-FR-AMC substrate (0.1 mM) previously
prepared in DMSO. Samples were incubated (60 min, 37 °C) and
variance in the relative fluorescence units (RFU), corresponding to
enzymatic cleavage of the substrates, was monitored with a Mo-
lecular Devices SpectraMax spectrophotometer (Gemini XPS) [31].
The inhibition effects of E-64 (10 uM) and Z-FF-MK (50 uM) were
assessed under the same conditions.

Substrate enzymatic cleavage rate was defined using the for-
mula v = As/At, where v represents velocity (reaction rate), As
represents substrate concentration variation, and At represents the
total reaction time [32]. Self-degradation of fluorescent peptide
substrate was controlled throughout the assay to avoid incorrect
readings. The enzymatic activity was expressed as millimoles of
hydrolyzed substrate per minutes per milligram of protein (mmol
min~! mg protein1).

2.12. Statistical analysis
Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism 4.0

(San Diego, USA) software. Data were analyzed for statistical sig-
nificance using unpaired Student's t-test and considered to be
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significant at p < 0.05.

3. Results

3.1. In vitro differentiation of Leishmania (V.) braziliensis
promastigotes into amastigotes

In vitro conditions were established to simulate mammalian
host microenvironment conditions and to induce differentiation of
promastigotes into amastigotes, such as pH and temperature. The
obtained data indicated that the physicochemical conditions to
which promastigotes were subjected satisfactorily induced their
gradual differentiation into amastigote-like shapes. The parasites
cultures assayed to differentiation were enriched with more than
50% of viable metacyclic forms.

Differentiation of the parasite was observed during 96 h after pH
and temperature shock by light microscopy (data not shown) and
SEM. Analysis by SEM indicates a trend of morphological changes
characterized by promastigotes with free flagellum mostly detected
in parasites at temperature of 26 °C in logarithmic phase (pH 7.2)
and in stationary phase (pH 5.5) (Fig. 1A and B, respectively), and
with a subsequent rounding followed by loss of the flagellum at
96 h of incubation at pH 5.5 and at 32 °C (Fig. 1C).

3.2. Relative expression of cpb genes during in vitro differentiation
of Leishmania (V.) braziliensis

Expression of L. (V.) braziliensis cpb genes family (LbriM.08.0810/
0820/0830) during in vitro differentiation was evaluated. Primers
based on the conserved 3’UTR regions of L. (V.) braziliensis CPB gene
LbrM.08.0810 allowed the amplification of 190 bp specific fragment
in all tested cDNA samples by PCR (data not shown). BLAST analysis

following sequencing of those cpb genes products showed a 100%
identity rate with L. (V.) braziliensis cathepsin L-like protein (Fig. 2).

However, it was not possible to differentiate the amplification
between LbrM.08.0820 and LbrM.08.0830, due to the high ho-
mology between their 3’UTR regions. Thus, a single pair of primers
was used to amplify a 192 bp fragment correspondent to both genes
(Fig. 2).

Real-time PCR assays for assessing the relative expression of cpb
in the cDNA samples obtained from each in vitro differentiation
stage indicated a higher quantity of cpb transcripts in samples of
parasites in logarithmic phase (Ct = 37 + 0.40) compared to para-
sites in stationary phase (Ct = 25 + 0.38), up to 1.5 times higher
(p = 0.003), (Fig. 3). A decrease in the cbp gene expression was
initially observed during acid pH shock, but it was followed by an
increase after incubation at 32 °C [24 h (Ct = 29 + 0.30), at 48 h
(Ct =26 +£0.17), 72 h (Ct = 32 + 0.39) and 96 h (Ct = 26 + 0.42)],
showing a significant expression of up to 1.3 times (p = 0.0002).
Genes LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 showed a similar expression
profile to LbrM.08.0810 gene for parasites in logarithmic phase
(Ct = 38 + 0.40) and stationary phase (Ct = 24 + 0.11) and after
incubationat32°C[24h(Ct=26+0.7),at48 h(Ct=25+0.5),72h
(Ct =30+ 0.39) and 96 h (Ct = 25 + 0.3)] (Fig. 3).

Dissociation curves were carried out to test for specificity of
each amplified product and showed a single melting-temperature
peak (Tm = 82.5 °C for ¢pb and Tm = 85.5 °C for a-tubulin).

3.3. Cysteine proteinase activities in Leishmania (V.) braziliensis
during differentiation

In the course of this study, we were able to assess fluctuations of
CP activities during parasite differentiation using crude protein
extracts from L. (V.) braziliensis. The results showed that all

Fig. 1. Scanning electron microscopy showing the progression of Leishmania (V.) braziliensis in vitro differentiation. Electron micrographs show the changes in the morphological
profile of parasites: elongated forms with a little free flagellum - parasites in logarithmic phase in pH 7.2 (A) and elongated forms with a free flagellum double the cellular body -
parasites in stationary phase in pH 5.5 (B), after incubation at 26 °C; and rounded form without visible flagellum, after 96 h of incubation at 32 °C in pH 5.5 (C). Data are

representative of two independent experiments.
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LbrM.08.0810 TCCGAGCAGCGATTGCAGTGGCACCCAGCGATATGGTGTCATA CTIGT
LbxM.08.0820 TOCGAGCAGCGAT T GEAGCEETACGCCGARGTACAAAGTGATTCCTGAGGGTAAGTGTAT
LbxM.08.0830 TOCGAGCAGCGATT GEAGCGGTACGCCAAAGTACAANGTGA TTCCTGAGGGTAAGTGTAT
Abb&&&‘&ALAAAAA‘AA _—h Aa » - - _—a AN - - - - .
LbxM.08.0810 GAAGATGTTTGGTGGCTTAGACATGAGTGC === = === === === m e mm CAACATGCC
LbrM.08.0820 GGTGTCGACGTCOGGCTCGAGCAAGAGCATCTGCACGTTCAAGTAGAGGTGAAGCGTGTG
LbxM.08.0230 GGTGTOGACGTCOGGCTCOAGCAAGAGCATCTGCACGTTCAAGT AGAGGTGARGCGTGTG
ao s A hbhda Adh Aba - h ha
LbxM.08.0810 TGT-======= CTAACGAGAACAACGTGGCT === ========== e — e -
LbxM.08.0820 TGTGTGTGTGTGTGGTAGTAGCGAGGTGCCGOGAGTGAATGGATGATCGTCGATGCGTGE
LbxM.08.0830 TGTGIGTGTGTGTGGTAGTAGCGAGGTGCCGOGAGTGAATGGATGATCGTCGATGCGTGE
PO - hA A A Ada &
Ibx¥.08.0810  =======- =~CATGEEOGARTAAGAA I AAACCT GAGCTACACAAGAGAGGGTTIGIGIGSG
ILbxM.08.0820 TG AT GECACCT T CCC eI TARATAC A AGATCTGAGCTGGAGGARAGGGGGAGATAACTCC
IbxM.08.0830 IO A T GECACCT T CCCETTAATACA AGATCTGAGCTGGAGGARGEGGEAGATAACTCC
Ibx¥.08.0810 CACCGTGCACTGCTGATGACTACACGGTATACACCTATCCACGTAGCCCCCACTCTGGAR
LbxM.08.0820 Grmm——————— GCOGRAATACTAGGAGRAATAGGAGCCCGARTGTAG =~~~ ==—== -GGGA
ILbxM.08.0830 Gremmmm———— GOGAR A A TACTAGCAGAAATACCAGCCCEARTCTAG -~ ~ GGGA
ILbxrM.08.0810 TTCCOCGT T ICTTCCT CCTTTICT CITCECT GCTACGETATCGTCAGEETGIGTGGAG
LbxM.08.0820 AAARTGARACGATCACGOGCG-CTGTGRAATAGGARCTGCGECACCACCCTACTCOGGGTAT
LbxM.08.0830 AAAATGRACGATCACGOGCG~CTCTGAATAGGAACTGCGECACCACCCTACTCOGGGTAT
- - - - - - - - —h AAA A . - - - -
LbxM.08.02810 CGTGOGTTGT TTACCTG TG TGOGGCTCTACGATCOCCTACACGGCT TCACCCCTCOCTT
LbxM.08.0820 ACTGC---AARTTGCTCTTCTGCOCGCOCCTOGG TOCCOGCCGE === === -CTCCTCC
LbxM.08.0830 ACTGC-==AAATTGCTCTTCTGO0CGCOCTCGGTOCCOGACG = ==mmm== -CTCCTCC
R - - . - - b AAass - - -,
LbxM.08.0810 TITITITTIIGTIITIG—~CATCCTGCTGCCOCCCGACTCTGTGGTAGATGGAGAGTGOGT
Ibx¥.08.0820 TITCTACGTICT CTTCOCACGTCCTITCTCTTACGCGOCRATAGAGCAGT ~ === TGCCT
ILbxM.08.0830 TITCTACGTCT CTTCOCACGTCCTITCTCTTACGCGOCAATAGAGCAGT =~~~ TGCCT
- A A - A As - AAda LA - AhA & - - Aa b A -
LbxM.02.0810 AAGTTGGTGGTTAGGAAGCGGAGAGGTGCACGCAAGGCCTCTTTTTTTTICTTIGGTCGAC
LbxM.02.0820 ACCACGCOCACACGCAAGCGOGCACAGGAACACAGGCAACCTTTTOGCTCTGCTATCGTC
Lbx).08.0830 ACCACGCCCACACGCAAGCGOGCACAGGARCACAGGCAACCTTTTCGCTCTGCTATCGTC
- - A bbbia - “o b Lb Abhbba PN hba &
LbzM.08.0810 C---AGCGCT TTRCGACTATCACAGCCACCCTTITCCCCT TGTCACCCGTTATCCTTATC
LbrM.08.0820 TCTCTCTCTCTTTIGT I TITCTCTTCCTCCATCAGOG === ======= CCTTTIGTTITIG
LbzM.08.0830 TCTCTCTCICTITIGT T T TICTCTTCCTOCATCAGCG - === === === CCTTTIGTTTIITG

Fig. 2. Aligning of 3'UTR sequences of Leishmania (V.) braziliensis. Alignment of LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and LbrM08.0830 sequences performed in CLUSTAL Omega online
platform. The used primers were based on 3’UTR region of genes and are highlighted in gray. The arrow indicates the end of the ORF and the beginning of 3'UTR.

analyzed samples presented proteinase activity at different velocity
rates, as they were able to hydrolyze the substrate Z-FR-AMC, a
synthetic fluorogenic peptide substrate for cathepsins L and B
(Fig. 4). We observed an increase of enzymatic activity for each
differentiation induction phase, from 3.2 + 0.08 mmol min~' mg
protein~! in parasites at logarithmic phase, achieving maximum of
4.2 + 0,026 mmol min~! mg protein~! in 72 h, followed by decrease
of 2.8 + 0.37 mmol min~! mg protein~! 96 h after incubation at
32°C

The specificity of CP was assessed by measuring hydrolysis of

substrate in the presence of selective inhibitors for CP (Fig. 4). We
verified that these proteinase activities were more strongly
inhibited by E-64 [parasites in logarithmic phase (85.1% of inhibi-
tion; p = 0.04), parasites in stationary phase (83.1%; p = 0.02), and
after incubation at 32 °C — at 24 h (90.1%; p = 0.02); 48 h (94.4%;
p =0.04); 72 h (76.1%; p = 0.03); 96 h (64.1%; p = 0.04)] than Z-FF-
MK [parasites in logarithmic phase (40.4% of inhibition; p = 0.03),
parasites in stationary phase (34.9%; p = 0.003), and after incuba-
tionat 32 °C —at 24 h (21.0%; p =0.04); 48 h (36.4%; p =0.04), 72 h
(2.6%; p = 0.03), 96 h (14.2%; p = 0.02)].
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Fig. 3. Expression levels of LbrM.08.0810 and LbrM.08.0820/LbrM.08.0830 cDNA samples along the progress of Leishmania (V.) braziliensis differentiation. Total RNA samples were
extracted of parasites [in logarithmic phase and stationary-phase at 26 °C; and parasites incubated at 32 °C for different times: at 24 h, 48 h, 72 h and 96 h]. After cDNA synthesis,
gene expressions were assessed by real-time quantitative PCR. The results are shown in relative quantities (RQ) based on endogenous control a-tubulin cDNA samples. The results
represent the mean =+ standard deviation of data from three assays. Asterisks indicate statistically significant differences (* = p < 0.05) in RQ values when compared to data from the
previous time point. The data are representative of four independent experiments.
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Fig. 4. Proteinase activities in Leishmania (V.) braziliensis protein samples in solution. Soluble proteins samples were obtained from parasites in logarithmic phase (P-If) and
parasites in stationary phase (P-sf) at 26 °C; parasites incubated at 32 °C for different times: at 24 h, 48 h, 72 h and 96 h. Enzymatic activities of samples (5 pg) were measured with
0.1 mM of substrates Z-FR-AMC, in the absence (M) or presence of inhibitors such as 10 uM E-64 (m) and 50 uM Z-FF-FMK ([0 ). Reaction mixtures were incubated for 60 min at 37 °C
in activation buffer. Fractions of enzymatic activity were expressed as mmol min~! mg protein—. Results are expressed as the means standard deviations from three independent
experiments. (*p < 0.05).

Control assays were performed with bovine cathepsin L and B. B = 1.7 + 0.18 mmol min~' mg protein~!) and were strongly
As expected, both enzymes hydrolyzed the fluorogenic substrate inhibited by both E-64 (cathepsin L: 99.96% of inhibition and
Z-FR-AMC at different velocities (cathepsin cathepsin B: 100%) and Z-FF-MK (cathepsin L: 73.0% and cathepsin
L = 27 + 018 mmol min~! mg protein~! and cathepsin  B: 90%).
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4. Discussion

Parasites of the Leishmania genus have a digenetic life cycle with
a successive differentiation in promastigote and amastigote forms,
a systematic event of their “lifestyle”. These parasites are valuable
model organisms for studying the physiology and biochemistry of
protozoan proteins, as well as their expression guided by envi-
ronmental changes. Changes in pH and temperature are physico-
chemical conditions constantly experienced by these parasites, and,
possibly, some of these factors are inducers of biochemical and
morphological differentiations. Here, we add new data on the gene
expression variation in L. (V.) braziliensis induced by environmental
changes, proving there is a differential expression of cathepsin L-
like enzymes between promastigotes and amastigotes, which is a
proteinase class with reported functional relevance in this parasite
genome [8].

The physical property of temperature is considered to be an
inducer of gene expression to the differentiation process of Leish-
mania sp [33]. However, this phenomenon is observed only when
amastigotes reaches the sand flies by blood feeding. Generally,
temperature and pH shocks used in combination have been applied
as a strategy to induce morphological changes in species belonging
to the L. mexicana complex [29,32,34| and to L. braziliensis complex
[35]. The in vitro strategy for the differentiation of L. (V.) braziliensis
applied here enabled simulation of biochemical events related to
the adaptation of parasite in different environments: invertebrate
and vertebrate hosts - a simulation of natural event sequences
experimented by this parasite during its lifecycle within the sand
fly to mammalian hosts. Therefore, assuming that these parasites
are first submitted to acid pH change, reaching the stationary phase
with metacyclic forms when migrating from the midgut to the
salivary glands, and then to temperature increase in the mamma-
lian host, when amastigote forms with flagellum in the limit of
flagellar pocket predominates [36]. These environmental alter-
ations act as signals, triggering changes in gene expression neces-
sary to allow differentiation and adaptation. This hypothesis was
assessed here, since evidence that morphological changes occurred
at early hours of in vitro differentiation only after fluctuations in the
expression of cbp gene and the proteinase activity encoded by these
genes.

Exposure of promastigotes metacyclic to temperatures similar
to those of a mammalian host environment led to a gradual accu-
mulation of genes transcripts LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and
LbrM.08.0830, occurring in parallel with significant biological
changes in the parasite. Based on previous reports for L. (L.) mex-
icana [37], the increase of cbp transcripts in the early hours of dif-
ferentiation appears to be important for metacyclic promastigotes
differentiate into amastigote. There is evidence in L. (L.) mexicana
that inhibition of lysosomal proteases CPA and CPB, or removal of
their genes, not only interferes with the pathway of autophagy, but
also avoids metacyclogenesis and differentiation into amastigotes,
supporting the hypothesis that autophagy is necessary for cell
differentiation [37].

Currently, the biological function of the three cpb genes in L. (V.)
braziliensis is not yet clear. Each of these genes may possibly play
distinct or complementary roles in host-parasite interactions. At all
assayed in vitro differentiation stages, it was clear that transcripts of
LbrM.08.0810 genes are more abundant than transcripts of genes
LbrM.08.0820/LbrM.08.0830. This fact allows us to suggest that a
greatest amount of transcripts of the LbrM.08.0810 gene detected is
related to an increased activity of this enzyme in the parasite life
cycle, since cathepsin L enzymes play a major role as the highest
degradative activity on cellular and matrix proteins [38—40]. It also
acts in modulating the immune response of the vertebrate host, as
in experimental murine infection with Leishmania (L.) amazonensis

[8]. It is possible to suggest that the three CPB isoforms individually
exert different roles throughout the life cycle of this parasite, since
some cpb genes are synthesized in larger amounts under special
circumstances, such as the LbrM.08.0810 gene detected here. These
finding suggest regulation of cpb gene expression, which is a well-
known phenomenon for other Leishmania sp genes|[16,41,42].

Additionally, it is important to keep in mind that protein-
encoding genes are organized in tandem and separated by small
intergenic regions in trypanosomatids, which are transcribed into
long polycistronic subunits [43] and regulated at the post-
transcriptional level [44]. Thus, it is possible that the amount of
cpb transcripts detected in total RNA preparations of L. (L.) brazil-
iensis does not reflect the actual amount of CPB enzyme. In contrast,
our results in mRNA expression and in silico demonstrated that
two-dimensional structures of the 3’'UTR sequences of these genes
(supplementary 1 and 2) showed the possibility of post-
translational regulation. Polycistronic RNA units are processed by
trans-splicing and polyadenylation reactions to yield the mature
RNAs monocistronic messengers (mature mRNA). Therefore, cpb
genes originated in the same transcriptional unit may show large
differences in the expression pattern of CPB in L. (V) braziliensis
differentiation, as suggested for L. infantum in a combined proteo-
mic and transcriptomic approach [45].

In addition, it was observed that some elements present in the
3'UTR region may act on the regulation of proteins expression in
Leishmania sp [46—48], as observed in regulation of gp63 protease
expression [49]. The two-dimensional structures of 3’'UTR region
sequences (supplementary 1) showed LbrM.08.0820/LbrM.08.0830
genes, estimating approximately 1100 bp, with AU-rich elements
(AREs) exposed on a single strand, which is characterized as cis
regulatory elements that accelerate RNA degradation [50]. Inter-
estingly, in the sequence of the expected 3'UTR LbrM.08.0810 gene,
the elements that would explain the higher expression of this gene
in relation to others were not observed (supplementary 2). Addi-
tional experiments are necessary to confirm the size and partici-
pation of 3’UTR in the regulation of these genes, which aid in the
understanding of the dynamics involved in expression and activity
of these proteinases.

In the course of this work, we observe the presence of cathepsin
L-like enzymes in all differentiation stages of L. (V.) braziliensis. The
partial inhibition of proteinase activity in the parasite protein ex-
tracts by Z-FF-FMK and E-64 coupled to their capacity to degrade
the Z-FR-AMC substrate proves that these active enzymes are
cysteine proteinases. However, enzymes from distinct classes may
also be present, as the hydrolytic activity of the extracts over the Z-
FR-AMC substrate was not completely depleted by inhibitory
compounds.

While Z-FF-FMK is an irreversible inhibitor specific for cathepsin
B and cathepsin L [8], E-64 irreversibly binds to an active thiol
group present in many cysteine proteases, such as papain, actini-
dase, calpain and cathepsins B, H, K and L [51]. Since these in-
hibitors do not react with other proteases, data obtained here prove
an activity of cysteine proteinase in early stages of L. (V.) braziliensis
differentiation. In addition, although the specific cathepsin L-like
activity in protein extracts is limited due to the absence of specific
substrates for this proteinase, the enzymatic and gene expression
assays together are evidence that these enzymes are quantitatively
increased during L. (V.) braziliensis differentiation.

Additionally, the increase of cathepsin-like activity observed in
this study is evidenced during the differentiation of promastigotes
into amastigotes. L. (V.) braziliensis, which gradually acquires its
status of virulence necessary for mammalian infection. Generally,
the presence of cathepsin-like in Leishmania sp inhibits biosyn-
thesis of proinflammatory prostaglandins [52], thereby reducing
clotting efficiency [53] and the possibility of influencing immune
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response in vertebrate hosts [8]. Furthermore, cathepsin L, but not
cathepsin B, has the potential to generated kinins from high and
low molecular weight kininogens - vasoactive peptides [54].

5. Conclusions

The findings of this study suggest that an increase of proteinases
as cathepsin L-like can be related to the morphological changes
experienced by the parasite, as changes in cell shape, reduction of
the extracellular flagellum, remodeling of the microtubular cyto-
skeleton, among others. Since cathepsin L is of a higher specific
activity than cathepsin B in the degradation of physiological protein
substrates [55], further experiments are needed to demonstrate the
effective involvement of the enzymes in different stages of auto-
phagy within the parasite. Further research is also warranted to
demonstrate the effective participation of each enzyme encoded by
cathepsin L-like in LbrM.08.0810, LbrM.08.0820 and LbrM.08.0830
genes in the set of biological activities experienced by L. (V.) bra-
ziliensis throughout their life cycle.
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