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RESUMO

EFEITOS DA FOSFORILAÇAO DE PROTEÍNAS EM Leishmania {L.) amazonensis. 
ALINE FELIZARDO MAGRE. Leishmania spp. são protozoários parasitas causadores 
de várias patologias humanas, que incluem desde úlceras cutâneas simples, com resolução 
espontânea, até comprometimento visceral, potencialmente fatal. O ciclo de vida do 
parasito apresenta duas formas evolutivas e numerosos morfotipos. A diferenciação durante
0 ciclo evolutivo do parasito é induzida por modificações no microambiente e é controlada, 
entre outros fatores, por um complexo balanço entre fosforilação e defosforilação de 
proteínas específicas, principalmente em resíduos de tirosina, serina e treonina. Ao 
contrário de células de mamíferos, pouco se conhece a cerca das cascatas de sinalização de 
protozoários. Nesse estudo foram testados os efeitos dos inibidores de proteína cinases 
estaurosporina, genisteína e tirfostina 25 na proliferação in vitro de L. (L.) amazonensis. 
Concentrações a partir de 1 (iM de estaurosporina resultaram no completo bloqueio do 
crescimento celular. Genisteína (10-100 jíM) e tirfostina 25 (50-150 fiM) inibiram o 
crescimento de forma dose-dependente. O perfil eletroforético dos parasitos tratados não 
revelou modificações significativas na expressão de proteínas, mas a fosforilação em 
resíduos de tirosina e serina foi diminuída. A análise por microscopia eletrônica de 
transmissão dos parasitos revelou alterações na morfologia mitocondrial, no 
empacotamento do kDNA, no número de corpúsculos basais e flagelos e, em algumas 
células, um grande aumento no volume da bolsa flagelar, sugerindo alterações nas vias 
endocítica e/ou exocítica. Com o objetivo de abordar tais vias neste parasito, estudamos 
bioquimicamente e citoquimicamente a atividade fosfatase ácida. Parasitos tratados com os 
três inibidores por 1 h e 24 h apresentaram atividade fosfatase ácida secretada 
significativamente diminuída. Com a finalidade de estudar as vias de sinalização do 
parasito na interação com a célula hospedeira, promastigotas pré-tratados com os 
antagonistas foram incubados com macrófagos peritoneais. Observamos que estaurosporina
1 nM inibiu, de forma significativa, a intemalização e a sobrevivência intracelular dos 
parasitos. Nossos dados sugerem que inibidores de proteína cinases podem exercer efeitos 
na morfologia, infectividade e proliferação de Leishmania, bloqueando o ciclo celular 
desses parasitos. Palavras chave: I.eishmania, biologia celular, parasitologia.



SUMMARY

EFFECTS OF PROTEIN PHOSPHORYLATION IN Leishmania (L.) amazonemis. 
ALINE FELIZARDO MAGRE Leishmania spp. are parasitic protozoa that cause a 
spectrum o f human pathologies ranging from simple self-healing cutaneous ulcers to the 
potentially fatal visceral disease. Its life cycle includes two distinct developmental forms 
and several morphotypes. Differentiation during parasite life cycle is induced by 
modifications on environment and is controlled by factors such as a complex balance 
between phosphorylation and dephosphorylation of specific proteins at tyrosine, serine and 
threonine residues. Contrary to mammalian cells, little is known about protozoa signalling 
cascades. In this study we tested the effects o f protein tyrosine kinase inhibitors 
staurosporine, genistein and tyrphostin 25 on L {L.) amazonensis in vitro growth. 
Concentrations up to 1 |.iM staurosporine completely arrested growth. Genistein (10- 
100|.ilVI) and tyrphostin 25 (50-150fiM) inhibited dose-dependently parasite growth. 
Eletrophoretic profiles o f treated parasites revealed no significant change in protein 
expression, but serine and tyrosine phosphorylations were inhibited. Analysis of treated 
parasites under the electron microscope revealed alterations in mitochondria morphology, 
kDNA organization, basal bodies and flagellum number and, in some cells, significant 
enlargement of the flagellar pocket, suggesting alterations in the endocytic and/or exocytic 
pathways. To approach these pathways o f this parasite, we studied activity biochemically 
and cytochemically. Parasites treated with all inhibitors for 1 h and 24 hs presented secreted 
phosphatase acid activity inhibited. To verify the parasites signalling on Leishmania-hosX 
cell interaction, promastigotes pre-treated with antagonists were incubated with peritoneal 
macrophages. We observed that 1 staurosporine inhibited internalization and
intracellular survival parasites. These data suggest that protein kinase inhibitors may exert 
effects on leishmania cell architecture and proliferation, blocking thus parasite cell cycle.

Key words: Leishmania, cell biology, parasitology.



1 INTRODUÇÃO

1.1 As leíshinanioses

As leishmanioses resultam do parasitismo intracelular de hospedeiros vertebrados 
por protozoários digenéticos da ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae, gênero 
Leishmania, os quais apresentam ampla distribuição geográfica em regiões tropicais e 
subtropicais. Podem ser consideradas como um conjunto de síndromes com características 

clínicas, histopatológicas, imunológícas e epidemiológicas distintas.
O grande número de países endêmicos ilustra a importância global da doença. 

Estima-se que 12-13 milhões de pessoas estejam infectadas e que cerca de 10 % da 
população mundial encontre-se sob risco de contrair a infecção (DESJEUX, 2004). No 
Brasil, mais de 30 mil novos casos são registrados anualmente. Segundo Boletim 
Eletrônico Epidemiológico da Fundação Nacional de Saúde (FUNASA, 2001), a Bahia é o 
quinto estado brasileiro em número de casos de leishmaniose (Pará, Maranhão, Ceará e 
Mato Grosso). Os municípios de Feira de Santana, Jacobina, Irecê e Jequié, a região da 

Chapada Diamantina e algumas cidades do litoral norte como Camaçari, apresentam 
numerosos casos registrados da doença. Outro fato preocupante é o crescente número de 
casos no litoral, onde se localizam diversos complexos turísticos, como a Costa do Sauípe. 
Jacobina é um dos municípios com maior incidência da forma mais grave, a visceral, no 
país.

A distribuição geográfica da doença é influenciada por diversos fatores como a 

distribuição dos vetores e animais reservatórios, modificações climáticas e atividades 
humanas, incluindo a ocupação de áreas silvestres e desmatamento. Além disso, a migração
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de pessoas infectadas de regiões rurais para áreas urbanas, freqüentemente de diferentes 
partes do país, contribuiu significativamente para a propagação da leishmaniose,

O parasito é transmitido durante a hematofagia realizada por insetos dos gêneros 
Phlehotomus (Velho Mundo) ou Luizomyia (Novo Mundo). Outras formas de transmissão 
podem ocorrer com menor freqüência. A leishmaniose visceral pode ser transmitida por via 
congênita (ELTOUM cl al., 1992), por transfusão sanguínea (KUBAR et a i,  1997), através 
de hemodiálise (LUZ et al., 1997) e por transplante de órgãos (BERENGUER et a i,  1998). 
A leishmaniose cutânea pode, eventualmente, ser transmitida por contato direto (NUWARI- 
SALTl & KHANSA, 1985) e por via sexual (SYMMERS, 1960). Diversas espécies de 
Leishmania são conhecidas (Tabela I), em grande parte zoonóticas. Várias espécies de 
roedores, cães, entre outros mamíferos, servem de reservatório para os vetores (ASHFORD, 
2000).

As manifestações clínicas da leishmaniose dependem de interações entre 
características de virulência do parasito e a resposta imunológica do hospedeiro. O 
resultado pode variar desde lesões localizadas na pele, que podem apresentar cura clínica 
espontânea, ao envolvimento de órgãos como fígado, baço e medula óssea. A leishmaniose 
é tradicionalmente dividida em três formas principais conhecidas como cutânea (LC), 
mucocutânea (LMC) e visceral (LV), entretanto existem formas variantes. Além disso, 
como verificado na tabela I, uma única espécie do parasito é capaz de causar diferentes 
manifestações clínicas. A LC, também conhecida como úlcera de Bauru, botão do Oriente 
ou ferida brava, é a forma mais encontrada da doença. E causada por diversas espécies do 
parasito no Velho e no Novo Mundo e caracteriza-se pelo aparecimento de lesões ulcerosas, 
nodulares ou crostosas, geralmente indolores que podem ser únicas ou múltiplas formadas 
no local da hematofagia do inseto infectado (HEPBURN, 2000). Essas lesões podem
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apresentar resolução espontânea ou persistir por muitos anos. Algumas espécies podem 
causar uma forma variante conhecida como cutânea difusa (LCD), exemplo extremo da 
doença, caracterizada por ausência de hipersensibilidade tardia a antígenos parasitários 
(teste de intradermo-reação ou reação de Monténégro negativa), associada a uma alta carga 
parasitária. Esta forma é caracterizada por nódulos cutâneos disseminados, não ulcerados, 
que podem comprometer extensas áreas da pele. Estes nódulos são constituidos 
praticamente por macrófagos vacuolizados que apresentam grande número de parasitos 
viáveis, com poucos Iinfócitos presentes. A produção de IL-2 (interleucina 2) encontra-se 
bloqueada (MODLIN et a i ,  1985), não há ativação celular e as infecções respondem pouco 

ou nada à quimioterapia usual (WALTON, 1989).
A forma mucocutânea, também conhecida como leishmaniose tegumentar 

americana, caracterizada pelo aparecimento de lesões metastáticas em mucosas, o que pode 
resultar em desfiguração por ulceração progressiva das mesmas, especialmente nariz e 
boca. Inicia-se como uma inflamação nasal. O tempo entre o aparecimento da lesão 
primária e o comprometimento da mucosa é variável, podendo levar diversos anos. As 
infecções secundárias associadas á LMC são freqüentes e em geral pioram o prognóstico da 

doença, mas a mortalidade associada a essa forma é baixa.
A leishmaniose visceral, também denominada “Kala-azar” ou “febre negra”, 

caracteriza-se pelo comprometimento de órgãos profundos. As lesões iniciais costumam se 
apresentar como pequenas pápulas, que tendem a desaparecer antes que os demais sintomas 
apareçam. O estado nutricional do individuo é um fator importante, pois a desnutrição pode 
suprimir a resposta imune celular, predispondo ao desenvolvimento da infecção. No 
decurso da doença, a febre é o sintoma mais importante, por ser constante embora irregular 

quanto â forma e intensidade, tendo muitas vezes dois picos diários (PEARSON &
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SOUSA, 1996). Também são observadas perturbações no apetite e emagrecimento que 
conduzem, progressivamente, a um estado de desnutrição grave, hepato-esplenomegalia e 
trombocitopenia (GRIMALDI JUNIOR & MCMAHON-PRATT, 1991). Essa forma da 
doença pode ser fatal, mesmo quando o tratamento adequado é administrado, pois pode 

haver resistência aos quimioterápicos.
Segundo dados da OMS, a co-infecção Leishrnania-HTV está emergindo de maneira 

preocupante. Cerca de 17 milhões de pessoas estão infectadas pelo virus e, 
aproximadamente, um terço delas vivem em áreas onde a leishmaniose é endêmica. Com a 

disseminação da AIDS, a LV tem aumentado sua prevalência (OLIVIER et al., 2003; 
PAREDES et al., 2003), assim como manifestações não usuais, tais como lesões 
gastrointestinas, cerebrais e pulmonares. A reativação de casos assintomáticos também é 
comum em indivíduos co-infectados (PINTADO & LOPEZ-VELEZ, 2001). O parasito 
também pode ser transmitido pelo uso de agulhas contaminadas, o que geralmente acontece 
entre usuários de drogas, que constituem um grupo de risco para a co-infecção (DESJEUX
& ALVAR, 2003). A associação dessas doenças produz uma deficiência cumulativa da 
resposta imune do hospedeiro, uma vez que ambos os patógenos são capazes de subverter a 

resposta imunológica do hospedeiro. Além disso, indivíduos co-infectados freqüentemente 

são refratários ao tratamento, agravando o prognóstico (LOPEZ-VELEZ ET a l,  1998).
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Tabela I: Manifestações clínicas da leishmaniose e sua distribuição geográfica.

Manifestações clínicas Espécies Localização
Leishmaniose viscera

Kala-azar: envolvimento 
generalizado do sistema 
reticulo-endotelial (baço, 
medula óssea e figado)

L. {L.) donovani 
L. (L.) infantum * *
/.. (L.) donovani 
(archibaldi)
L. {!..) chagasi**
L. (L.) amazonensis *

India,China, Paquistão e Nepal 
litoral mediterrâneo, Bálcãs, 
Ásia, China, Norte da África 
(Saara)
Sudão, Quênia, Etiópia, 
Quênia, Etiópia, Somália 
América Latina 
Brasil
Israel, índia, Arábia Saudita 
(tropas americanas)

Leishmaniose cutânea do Velho Mundo

Lesões cutâneas únicas 
ou cm pequeno número

L. {!..) major 
L. (L.) tropica 
I,. (L.) aelhiopica 
L. {L.) chagasi 
L. (/>.) donovani

China, Índia, Paquistão, Africa 
litoral mediterrâneo, Ásia, índia 
Etiópia, Quênia, lêmen 
litoral mediterrâneo 
Sudão e leste da África 
Quênia, Etiópia, Somália

leishmaniose cutânea 
difusa

L. {L.) aelhiopica Etiópia, Quênia, lêmcn

Leishmaniose cutânea do Novo Mundo

Lesões cutâneas únicas 
ou cm pequeno número

L. (L.) mexicana (úlcera dc 
chíclcro)

L. (A.) amazonensis

L. (L.) pifanoi 
L. (V.) hraziíiensis

L. ( V.) guyanensis

América Central (Belize, 
Guatemala. Honduras e Costa 
Rica), México e Texas (EUA) 
Brasil (especialmente regiões 
Norte c Nordeste), Bolívia, 
Colômbia, Paraguai, Guiana 
Francesa
América Central, Venezuela, 
México
América do Sul (Argentina, 
Bolívia, Brasil, Colômbia, 
Equador, Guiana Francesa, 
Paraguai, Peru, Venezuela) e 
Central (Belize, Guatemala, 
Honduras, Nicarágua, Panamá, 
Suriname)
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L. {V.)peruviana (uta) 
L. (V.)panamensis

L. (V.) gamhami 
L. (V.) venezuelensis 
L. (V.) colomhien.sis 
L. (V.) la in son i 
L. (V.) shawi 
A. (F.) naißi 
L. {L.) chagasi

Guiana, Suriname, Brasil 
(Nortc)
Peru (Andes), Argentina 
Panamá, Costa Rica, Equador. 
Venezuela, Colômbia, 
Nicarágua. Honduras 
Venezuela (Andes)
Venezuela
Colômbia, Venezuela e Panamá 
Brasil (bacia Amazônica)
Brasil (Norte)
Brasil (Amazonas e Pará) 
America do Sul e Central

Leishmaniose cutânea 
difusa

L. {L.) amazonensis 
{L.) pifanoi 

!.. {],) mexicana

Brasil (regiões Norte e Nordeste) 
Venezuela
México e América Central 
República Dominicana

Leishmaniose
mucocutânea

A. (K) hraziíiensis 
(espundia)_______

América Latina

Adaptado de Pearson & Sousa, 1996.

* Casos de leishmaniose visceral por L. (I.) amazonensis só foram diagnosticados no estado da 
Bahia. Brasil (BARRAL el a i, 1991); (/..) = subgênero Leishmania', (V.) = subgênero Viannia; (?) 
espécie não identificada.
** Alguns autores (como FELICIANGELI el ai. 2005, CAMPOS-PONCE a/., 2005) consideram
smonimia.



1.2 Diagnóstico e tratamento

O diagnóstico da leishmaniose envolve a análise de sinais clínicos e técnicas 
laboratoriais. A visualização dos parasitos sob microscopia óptica, a partir de material 
obtido por punção ou biópsia de bordas de lesão assegura o diagnóstico. O material 
coletado pode ser cultivado em meios como Warren (infusão de cérebro e coração bovinos, 
hemina e ácido fólico) e NNN para crescimento dos parasitos. O xenodiagnóstico 
(inoculação do material coletado do paciente em animal susceptível como hamster) pode 
ser utilizado, embora o resultado seja bastante demorado (GRIMALDI JUNIOR & 
MCMAHON-PRATT, 1991). O teste íntradérmico de Montenegro também é muito 

utilizado, mas este não se aplica em casos cuja suspeita seja a forma visceral ou cutânea 
difusa, uma vez que apresentam resposta imune celular anérgica. Testes sorológicos, como 
ELISA (“enzyme-linked immunosorbent assay”) e a imunofluorescência, são utilizados 
para a pesquisa de anticorpos contra o parasito podendo diagnosticar as diferentes formas 
clínicas da leishmaniose (GRIMALDI JUNIOR & TESH, 1993). Além disso, a 
amplificação de genes do parasito pode ser realizada através da reação em cadeia da 
poiimerase (PCR, SINGH eí a i ,  2005).

O tratamento das leishmanioses baseia-se principalmente no uso de compostos 

antimoniais pentavalentes como estibogluconato de sódio (Pentostam'“') e antimoníato de 

N-meglumina (Glucantime'“). Os antimoniais inibem a síntese de ATP nas formas 

amastigotas através da inibição da glicólise e da P-oxidação de ácidos graxos. Para casos 

em que há contra-indicação desses medicamentos ou para casos refratários, utiliza-se 
anfotericina B ou pentamidina (BALANA-FOUCE et a l,  1998; revisto em OUELLETTE



et a i,  2004). Estas drogas são consideravelmente tóxicas para o paciente e requerem 

acompanhamento médico rigoroso.

1.3 O Parasito

Os parasitos do gênero Leishmania foram descritos de forma independente por 
William Leishman e Charles Donovan em 1903 e o taxon foi proposto no mesmo ano, por 
James Wright. Esses parasitos apresentam duas formas evolutivas em seu ciclo de vida. A 

forma promastigota (Fig, 1 A) é encontrada no hospedeiro invertebrado, apresenta de 12 a 
20 [im de comprimento, formato alongado e um longo flagelo anterior, com estrutura 

habitual de nove pares de microtúbulos dispostos em círculo mais um par central que 
emerge da bolsa flagelar (BF, VANNIER-SANTOS et a i,  2002). Dentre os promastigotas 
ainda diferenciamos diversos morfotipos que de diferem quanto à morfologia e 
infectividade (BATES, 1994). Promastigotas passam por um intenso processo de 
diferenciação celular, denominado metaciclogênese que resulta no desenvolvimento de uma 
forma não proliferativa, altamente infectiva, denominada promastigota metaciclico 
(SACKS, 1989; VANNIER-SANTOS et a i, 2002). Esta forma caracteriza-se pela presença 

de um longo flagelo, corpo celular pequeno e delgado. Ao longo da metaciclogênese 
ocorrem alterações morfológicas e bioquímicas, incluindo expressão e atividade de 
moléculas de superfície, entre essas a glicoproteína de superfície, gp63 e o lipofosfoglicano 
(LPG). O LPG desempenha importante papel na sobrevivência do parasito e na modulação 
da resposta imune. Diferenças na sua estrutura e distribuição são importantes para as 
diferentes propriedades que desempenha nos diferentes estágios de desenvolvimento do 
parasito (DESCOTEAUX & TURCO, 1999; 2002; OLFVIER et a i,  2005;). A forma

18



amastigota (Fig. 1 B), presente apenas no hospedeiro vertebrado, é oval, apresenta de 2 a 4 
l̂ m de comprimento e um pequeno flagelo que não emerge da BF. Multiplica-se em células 
do sistema fagocítico mononuclear como macrófagos e células dendriticas (DE 
LANGERHANS; ZULUAGA & ROBLEDO, 2004) e fíbroblastos (HESPANHOL et al., 
2005). Essa forma é responsável pela manutenção e desenvolvimento da doença 

(LAINSON tv a/., 1987).
Como toda célula eucanótica, os parasitos apresentam núcleo delimitado por 

envelope nuclear, cisternas de reticulo endoplasmático, aparelho de Golgi, ribossomas, 
lisossomas, inclusões lipídicas e vacúolos. Os parasitos possuem uma camada organizada 
de microtúbulos logo abaixo da membrana plasmática denominada microtúbulos 
subpeliculares, que se estende por todo o corpo celular e termina próximo à BF, onde se 
encontram apenas 4 microtúbulos que participam do transporte vesicular (MARTINY & 
VANNIER-SANTOS, 2005; PIMENTA 8c DE SOUZA, 1987). Possuem uma única 
mitocôndria, que se estende por todo o corpo celular, a qual contém uma condensação de 
DNA (kDNA), localizada em uma região próxima à base do flagelo, denominada 
cinetoplasto (revisto em VANNIER-SANTOS et aí., 2002; MARTINY &. VANNIER- 
SANTOS, 2005). Todos os tripanossomatideos possuem uma região conhecida como BF, 
encontrada na região anterior da célula, formada por uma invaginação da membrana 
plasmática, a qual estabelece continuidade direta com a membrana do flagelo e é o único 
sítio onde ocorrem processos endocíticos e exocíticos em Ieishmania (LANDFEAR & 

IGNATUSHCHENKO, 2001). Os parasitos também apresentam uma organela esférica, 
delimitada por membrana e variável em número, denominada acidocalciossoma. Essa 
organela acídica armazena cálcio, além de apresentar elementos como fósforo, magnésio, 
sódio, zinco e pequenas quantidades de cloro, potássio e enxofre (DOCAMPO &
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MORENO, 1999, 2001). Além de liberar grandes quantidades de Ca " para os eventos de 
sinalização celular, essas organelas estão envolvidas na homeostase de pH e 
osmorregulação nesses parasitos. Uma outra organela característica de tripanossomatideos é 
o glicossoma, envolvida na geração glicolitica de ATP e que também participa da oxidação 
de ácidos graxos, biossintese de pirimidina e purina, além de possuir pelo menos duas 
isoformas da enzima superóxido dismutase, contribuindo nos mecanismos detoxifícantes 
(MOYERSOEN eí a i ,  2004).

As formas amastigotas de espécies pertencentes ao complexo Leishmania mexicana 
apresentam organelas delimitadas por membrana, ricas em cisteino proteinase, 
denominadas megassomas (CLAYTON el al., 1995). Estas organelas estão associadas ao 
acúmulo e possível degradação de macromoléculas endocitadas (DUBOISE eí al., 1994; 
MARTINY «& VANNIER-SANTOS, 2005; VANNIER-SANTOS et a l, 2002).
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Figura 1: Comparação esquemática entre a forma promastigota (A) e amastigota (B) de 
Leishmania. N, núcleo; mt, microtúbulos subpeliculares; M, mitocôndria; K, cinetoplasto; 
L, lisossoma; CG, complexo de Golgi; BF, bolsa flagelar; F, flagelo. Adaptado do livro 

Parasitologia, Rey, 2001.



1.4 Desenvolvimento no hospedeiro invertebrado

A infecção do inseto ocorre quando a fêmea realiza hematofagia em vertebrado 
infectado e, juntamente com o sangue, ingere macrófagos parasitados e/ou parasitos livres.
O repasto sanguíneo é delimitado por uma membrana dita peritrófica, secretada pelas 
células epiteliais intestinais que consiste de proteínas e carboidratos, principalmente quitina 
(KILLICK-KENDRICK, 1990a; 1990b). Formas amastigotas ingeridas com o repasto se 
diferenciam em promastigotas não infectivos, procíclicos, no intestino do vetor e cerca de 
7-8 dias após terem sido ingeridos diferenciam-se em uma forma altamente virulenta, 
promastigota metaciclico (SACKS & PERKINS, 1984; 1985). Durante esse período, os 

parasitos sofrem diversas modificações morfológicas e bioquímicas, fenômeno denominado 
metaciclogênese, que origina as formas promastigotas metacíclicas, não proliferativas e 
altamente virulentas (SACKS, 1989; MUSKUS & VILLA, 2002). Promastigotas 
procíclicos podem ser encontrados em diferentes morfotipos (GOSSAGE et al., 2003). As 

formas nectomonas são promastigotas longos e delgados, que proliferam dentro da 
membrana peritrófica. Esses parasitos secretam enzimas com atividade quitinolítica, 
rompem a membrana e migram para a região torácica do tubo digestido e válvula cardíaca 

do inseto, onde aderem às microvilosidades das células epiteliais por meio de seus flagelos 
via junções do tipo desmossomos e receptores (SCHLEIN, 1993; VANNIER-SANTOS et 
a i, 2002). Essa formas podem se diferenciar em metacíclicos ou em uma forma menor e 
menos delgada, haptomonas, que migram para esôfago e faringe, onde se transformam em 
paramastigotas, uma forma muito menor que apresenta o cinetoplasto ao lado do núcleo 
(SCHLEIN, 1993; VANNIER-SANTOS et a i,  2002) e estes em metacíclicos, mais curtos e 
delgados e com flagelos proporcionalmente mais longos. Promastigotas metacíclicos.
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presentes em grande número, secretam um polímero filamentoso do tipo mucina, 
proteofosfogiicano (fPPG), que causa oclusão do lúmem intestinal do inseto, esôfago e 
faringe, dificultando a ingestão de sangue. Após cada novo repasto sanguíneo o 
relaxamento dos músculos responsáveis pela sucção provoca o refluxo dos parasitos, que 

são inoculados em novo hospedeiro (SCHLEIN, 1993).
Além das modificações morfológicas, alterações bioquímicas também são 

observadas. Promastigotas procíclicos expressam grandes quantidades de LPG e gp63 
(DAVIES et al., 1990; PIMENTA et al., 1991). O LPG é o principal glicoconjugado de 

superfície das formas promastigotas. Trata-se de um glicolipídeo com repetidas unidades 
sacarídicas fosforiladas ligadas por pontes de monofosfato e conectadas a um “esqueleto” 
glicídico. Essa estrutura encontra-se ancorada à membrana do parasito por um 
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Modificações na estrutura do LPG são responsáveis pela 
incapacidade dos metacíclicos em aderir às microvilosidades do intestino (DILLON & 
LANE, 1999), permitindo a migração para o intestino anterior (PIMENTA et a i,  1992; 
SACKS et a l,  1994, 2000) e peças bucais do inseto. O LPG apresenta papel minoritário na 
proteção do parasito durante a digestão do repasto sanguíneo (SACKS et a l, 2000), mas 
provavelmente é relevante na sobrevivência em um ambiente rico em hemoglobina, agindo 

na retirada de radicais livres (MARTINY & VANNtER-SANTOs, 2005). A transformação 
em metacíclicos resulta em mudanças na estrutura do LPG (TURCO & DESCOTEAUX, 
1992; SACKS et a l ,  1985; SARAIVA et a l ,  1995), no conteúdo enzimático (MALLISON 

8c COOMBS, 1989; MOTTRAM et a l,  1998) e na expressão de gp63 (PIMENTA et a l,
1991), dependendo da espécie do parasito. Promastigotas metacíclicos também expressam 

em sua superfície altos níveis de gp63, a glicoproteína de superfície mais abundante em 
promastigotas. Também conhecida como protease de superfície de Leishmania, ou
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leishmaniolisina, é uma metaloproteinase que se encontra ancorada à membrana plasmática 
via glicosilfosfatidilinositol (BORDIER, 1987; OLIYFER eí al., 2005). É responsável pela 

degradação de várias moléculas do hospedeiro, como imunoglobulinas, proteinas do 
complemento (BRITTINGHAM eí al., 1995) e moléculas CD4 de células T humanas (HEY 

eí a i ,  1994). Ela também auxilia na sobrevivência do parasito no intestino do vetor, 
degradando hemoglobina livre (CHAUDHURl & CHANG, 1988) e protegendo contra ação 
de enzimas hidroliticas (CUNNINGHAM, 2001, YAO el al., 2003). Promastigotas 
infectivos também expressam atividade fosfatase ácida (AcP) aumentada e cisteino 
proteinase (BATES eí al., 1994). As AcPs de Leishmania são fosfomonoesterases com 
capacidade de hidrolisar diversos substratos em pH ótimo próximo de 5,0, mas ainda com 

atividade parcial em pH fisiológico. Pode apresentar-se ligada á membrana ou pode ser 
secretada (SAcP) (DOYLE & DWYER, 1993). A AcP de Leishmania (L.) donovani é a 
melhor caracterizada (BATES eí al., 1987; GOTTLIEB & DWYER, 1982; LIPPERT etal., 
1999; LOVELACE & GOTTLIEB, 1986). Essa enzima é constitutivamente produzida e 

liberada no meio extracelular, por promastigotas, além de ser estruturalmente conservada 
entre as diferentes espécies do parasito. Tanto a forma secretada quanto a de membrana 
foram correlacionadas á virulência do parasito (KATAKURA & KOBAYASHI, 1988; 
SlNGLAtVa/., 1992).
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1.5 Desenvolvimento no hospedeiro vertebrado

Leishmania apresenta estratégias e mecanismos de escape complexos, os quais 
permitem sua sobrevivência diante das defesas no ambiente hostil de seu novo hospedeiro. 
Este é infectado quando formas promastigotas metacíclicas são inoculadas pelos 
flebotomíneos. Componentes da saliva do vetor influenciam na infecção. Vários trabalhos 
demonstraram que a saliva exarceba a leishmaniose experimental por inibir respostas 
microbicidas (ALMEIDA et ai., 2003; HALL & TITUS, 1995;) e apresentação de 
antígenos (THEODOS & TITUS, 1993). A maioria dos componentes salivares ainda não 
foi identificada, mas dentre os já conhecidos destaca-se o maxadilan, um peptídeo 
vasodilatador potente que inibe eventos pró-inflamatórios, como indução da síntese de lL-6 
e IL-12 e produção de TNF-a (fator de necrose tumoral) no hospedeiro (QURESHI et a l,
1996; SOARES e! a l ,  1998). No hospedeiro vertebrado, o parasito prolifera principalmente 
em células do sistema fagocítico mononuclear como macrófagos (CHANG, 1983), em 

fíbroblastos (BOGDAN et al., 2000) e células dendriticas (Langerhans) residentes na pele 

(MOLL, 1993). Vários sistemas receptor-ligante são implicados na adesão e intemalização 

dos parasitos por macrófagos (ALEXANDER 8c RUSSELL, 1992; CHANG, 1983). É 

importante ressaltar que nesse processo diversos lígantes podem ser reconhecidos por um 
número restrito de receptores, os quais podem cooperar para uma infecção eficiente. Dentre 
os vários sistemas, os receptores para o sistema complemento (CRs) parecem desempenhar 
papel importante na intemalização de diferentes espécies de Leishmania (MOSSER & 
ROSENTHAL, 1993). Após a inoculação no hospedeiro vertebrado, os promastigotas 
metacíclicos novamente sofi'em alterações morfológicas e bioquímicas, induzidas 
especialmente por diferenças de temperatura e pH (VIEIRA et a l, 2002; ZILBERSTEIN &
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SHAPIRA, 1994) e se diferenciam para um estágio mais adaptado á sua sobrevivência, a 
forma amastigota. Na célula hospedeira, amastigotas são encontrados em vacúolos ditos 

parasitóforos, os quais se fundem com endossomas tardios originando os fagolisossomas 
(DESJARDINS, 1995). Cerca de 30 min. após sua formação, o vacúolo se torna ácido, com 
pH entre 4,5-5,0, mas próton-ATPases na membrana do parasito mantém seu pH 
citoplasmático neutro (VANNIER-SANTOS et a i ,  2002). Dentro desses vacúolos os 
amastigotas se multiplicam intensamente até que rompem o macrófago e são liberados no 
tecido, onde podem ser rapidamente fagocitados por novas células (CHANG, 1983).
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Figura 2: Ciclo biológico de Leishmania. O hospedeiro invertebrado é infectado durante o 
repasto sangüíneo em hospedeiro vertebrado infectado ingerindo formas amastigotas (g). 
Estas se diferenciam em promastigotas procíclicos no intestino médio, se diferenciam em 

promastigotas metacíclicos e migram para as porções anteriores do estômago (a). O 
hospedeiro vertebrado é infectado pela inoculação de formas metacíclicas através da 
hematofagia (b). Estas são captadas por células do sistema mononuclear fagocítico, 
principalmente macrófagos, na derme (c). Dentro de fagolisossomas na célula hospedeira o 
parasito se diferencia em amastigota (d) e prolifera até o rompimento da célula (e). Formas 
amastigotas livres podem infectar novas células (f) ou serem ingeridas em repasto (g), 
reiniciando o ciclo. Adaptado de Vannier-Santos etal. (2002).



1.6 Interação parasito-célula hospedeira

Os macrófagos têm um papel importante na patogenia da leishmaniose, servindo 
simultaneamente como células hospedeiras e efetores da resposta imunológica. A adesão de 
promastigotas à superfície do macrófago é pré-requisito para que o parasito ganhe o 
ambiente intracelular. Logo que entra em contato com o sangue, as formas promastigotas 
são opsonizadas por fatores do soro que disparam a ativação do sistema complemento e a 
deposição do componente C3 na superfície do parasito (DOMÍNGUEZ & TORANO, 
1999). Os parasitos devem escapar da lise mediada pelo sistema complemento até serem 
fagocitados por macrófagos. A opsonização por C3 induz o fenômeno de adesão imune, 
onde os parasitos se ligam a eritrócitos via CRI e CR3, são fagocitados por leucócitos sem 
que ocorra a explosão respiratória (DOMJNGUEZ el a i, 2003). A resistência à lise 
depende, principalmente, de moléculas de superfície do parasito como LPG e gp 63 
(BRITTINGHAM e! a i, 1995; OLIVIER e! a i,  2005). A opsonização de promastigotas 
metacíclicos por C3b e C3bi permite a interação com receptores CRI e CR3, 
respectivamente, na superfície de macrófagos. Formas metacíclicas de L. (L.) major 
apresentam moléculas de LPG mais extensas do que formas procíclicas, o que auxilia o 

parasito a escapar da lise pelo sistema complemento, uma vez que o LPG impede o acesso e 
a inserção do complexo C5-C9 em sua membrana (DESCOTEAUX & TURCO, 1999; 
PUENTES el a i, 1990). A gp 63 também apresenta papel protetor convertendo C3 em 

C3bi, sem atividade lítica, favorecendo assim, sua opsonização e intemalização, o que 
ocorre da mesma fomia em promastigotas de L  (/..) amazonensis (BRITTINGHAM el al., 
1995). Promastigotas de /.. (/..) donovani apresentam um mecanismo distinto. Proteínas 

ligantes de manose (MBP) se ligam ao LPG por sua extremidade oligossacarídica, a qual
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possui manose, o que possibilita a formação da C3 convertase e do fragmento C3b, o qual 
auxilia a adesão do parasito á superfície da célula hospedeira, ativando assim o sistema 
(CUNNINGHAM, 2001). A inativação do sistema complemento em L. (Z.) major também 
pode ser mediada por uma ecto-cinase, LPK-1, que ao fosforilar os componentes da cascata 
contribui ativamente para sobrevivência intracelular do parasito (HERMOSO et a i,  1991). 
A adesão do parasito também pode ocorrer via receptores para porção Fc de 
imunoglobulinas (FcR) e proteinas de matriz extracelular, como fíbronectina e colágeno 
(revisto em MOSSER & ROSENTHAL, 1993; MOOSER & BRITTINGHAM, 1997; 
MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005). Formas amastigotas podem utilizar outros 
receptores para ganhar acesso à célula hospedeira. L. (L.) major e L. {L.) mexicana são 
opsonizadas por imunoglobulinas e são fagocitadas via FcR (DOMÍNGUEZ & TORANO, 
1999; PETERSíí/fl/., 1995).

É importante destacar o papel dos neutrófílos na infecção leishmania. Logo que os 
parasitos são inoculados experimentalmente na pele, um processo inflamatório local é 
iniciado. Uma grande quantidade de neutrófílos é atraída para o sítio da infecção, uma vez 
que este é o primeiro tipo celular que migra da circulação durante o processo inflamatório. 
Os parasitos são fagocitados por um mecanismo independente de opsonização e 
permanecem viáveis por inibirem a “explosão respiratória” (LAUFS et al., 2002). Dessa 
forma, neutrófílos funcionam como um “esconderijo” seguro para os parasitos nos 
primeiros dias de infecção, onde os parasitos permanecem vivos, mas sem conseguir se 

multiplicar. Leishmania utilizam neutrófílos como vetores, como “cavalos-de-Tróia” para 
terem acesso a macrófagos (LASKAY et a i,  2003; VAN ZANDBERGEN et a i,  2004). 
Neutrófílos são células de vida curta e logo entram em apoptose expressando 
fosfatidilserina na face externa de sua membrana plasmática, o que serve de sinal para
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fagocitose por macrófagos (FADOK et al, 1992). A fagocitose de neutrófílos apoptóticos 
não apenas não leva à ativação das funções microbicidas de macrófagos (MEAGHER et a l,
1992) como também pode inibir estas respostas efetoras e o parasito pode entrar em sua 
célula hospedeira final de uma forma “silenciosa”. O fosfolipidio fosfatidilserina também 
participa da sinalização na infecção à célula hospedeira. Amastigotas de L. (L.) 
amazonensis expõem fosfatidilserina, considerado um marcador inicial de apoptose, na face 
externa de sua membrana plasmática, mimetizando a morte celular programada, o que 
facilita a fagocitose via receptor para fosfatidilserina (PSR) na superfície da célula 
hospedeira (BARCINSKl etal., 2003; WANDERLEY e ta l ,  2005).
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1.7 Sinalização celular na infecção

A sobrevivência dos parasitos no ambiente fagolisossomal depende diretamente de 
estratégias de desativação celular, onde vias de sinalização da célula hospedeira são 
alteradas ou bloqueadas. A infecção de macrófagos por Leishmania leva à inibição de suas 

principais funções como produção de citocinas (SUTTERWALA e/a /., 1997), produção de 
metabólitos tóxicos do oxigênio (BUCHMULLER-ROUILLER & MAUEL, 1987, 
MURRAY «fe NATHAN, 1999), produção de óxido nitrico (NATHAN & XIE, 1994; 
PROUDFOOT et a i, 1995; 1996), expressão de moléculas MHC classe II em resposta à 

ativação por IFN-y (REINER et al., 1987) e expressão do gene c-fos em resposta ao LPS ou 

éster de forbol (DESCOTEAUX & MATLASHEWSKl, 1989; MOORE et a i,  1993; 
VANNIER-SANTOS etal., 2002; MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005).

A ligação de moléculas de superfície do parasito a receptores na superfície do 

macrófago leva à ativação desses receptores, comumente por fosforilação e/ou mudança 
conformacional, que resulta na ativação de segundos mensageiros no citossol. Um dos 
segundos mensageiros que modula a infecção da célula hospedeira pelo parasito é o Ca^. 
(DOCAMPO & MORENO, 2003). A infecção por Leishmania leva a um aumento na 

i[Ca"'] de fagócitos (OLIVIER et a l,  1992). O LPG seqüestra Ca"' (EILAM et a l, 1985) 
contribuindo para uma rápida elevação da concentração citoplasmática desse ion na célula 
hospedeira (MANSFIELD & OLIVIER, 2002). Estudos anteriores demonstraram que o 

pré-tratamento de amastigotas de L. (L.) amazonensis com quelantes de iCa ‘̂ diminuem a 
invasão da célula hospedeira (LU eí a l,  1997). Bloqueadores de canais de Ca'  ̂ inibem, a 
adesão do parasito ao macrófago (MISRA et a i,  1991; RODRIGUEZ et a i,  2002). Além
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disso, cascatas de sinalização Ca " e/ou fosfoinositideos-dependentes encontram-se 
deficientes em células infectadas (REINER, 1994). Diferentes isoformas de PKC estão 

envolvidas em diversas funções celulares como indução de mediadores da resposta 
inflamatória (MORTENSEN & ZHONG, 2000), expressão de MHC I e U (LEE eí al., 
1995) e indução da “explosão respiratória” (WILSON eí al., 1986). Além disso, essas 

enzimas transmitem sinais da superfície celular ao núcleo pela ativação de vias de 
sinalização posteriores como MAPK (CLAYTON et al., 1995), Em macrófagos, a 

transdução de sinais dependente de PKC disparada por LPS é iniciada pela ativação da 
fosfolipase C (PLC) e hidrólise do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em inositol 
trifosfato (IP:,) e diacilglicerol (DAG; MARTINY & VANNIER-SANTOS, 2005), Como 
resultado da ativação de PKC ocorre fosforilação de proteinas-alvo e expressão de genes 
como c-fos, cujo produto age como um terceiro mensageiro acoplando sinais iniciados na 
superfície celular em alterações fenotipicas duradouras, pela expressão de genes especifícos 
(VANNIER-SANTOS eí al., 2002). A inibição da translocação de PKC do citossol para 

membrana é atribuida ao LPG, que reduz a sensibilidade da enzima ao diacilglicerol, seu 
ativador endógeno, Essa inibição está correlacionada com uma redução na geração de 

radicais tóxicos de oxigênio pela célula hospedeira (OLIVIER eí al., 1992). A inibição de 
vias ativadas por PKC pode aumentar os níveis de infecção por Leishmania. 0  tratamento 
de macrófagos com inibidores de PKC, estaurosporina e H7, induziu um aumento na carga 
parasitária (MOORE eí al., 1993). Várias espécies de Leishmania e gp 63 purificado inibem 

MARCKS (substrato de cinase C miristoilado rico em alanina) e proteína associada a 
MARCKS (MRP), que estão envolvidos na regulação do rearranjo do citoesqueleto de 
actina, evento importante na fagocitose e tráfego de membrana em macrófagos (OLIVIER 

eí al., 2005). Tanto MARCKS quanto MRP são regulados negativamente em macrófagos
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infectados por L. (L.) major, pela degradação proteolítica da gp 63 (CORRADIN et a!., 
1999). Glicosilfosfoinositídeos (GIPLs) de formas promastigotas inibem a síntese de óxido 

nitrico, pela inibição da atividade PKC, reduzindo a atividade leishmanicida de macrófagos 

(PROUDFOOT e/a /., 1995)
A atividade AcP é capaz de inibir o surto respiratório de neutrófilos (REMALEY et al., 

1985), podendo ser importante na sobrevivência dos promastigotas recentemente 

endocitados.
A atividade tirosina cinase (PTK) também se encontra reduzida em macrófagos 

infectados por Leishmania, o que resulta na inibição da sua ativação por IFN-y, O IFN-y é a 

principal molécula efetora na resposta celular contra a leishmaniose. Seu papel protetor é 
atribuído à sua habilidade de ativar macrófagos e aumentar sua atividade microbicida pela 

via JAK-STAT; (BOEHM et al., 1997). Quando se liga ao seu receptor, o IFN-y ativa as 
tirosina cinases JAK 1 e JAK 2 (Janus kinase) que fosforilam o fator de transcrição STAT 1 
(signal transdution and activators of transcription). Esse é translocado ao núcleo onde se 
liga a elementos da região promotora de genes responsivos, levando à transcrição e ativação 
celular. Macrófagos infectados por L. {L.) donovani apresentam ativação diminuída de JAK
1 e JAK 2 (NANDAN & REINER, 1995). A cascata MAPK (proteína ativada por 
mitógenos cinase) também é inibida pela infecção por Lei.shmania. A atividade ecto- 
fosfatase de amastigotas de L. {L.) amazonensis induz defosforilação de ERKl 
(extracellular signal-regulated kinase) MAPK em resposta ao LPS (MARTINY et a l, 
1999).
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1.8 Sinalização celular em tripanossomatideos

A invasão, diferenciação e sobrevivência no interior da célula hospedeira, bem como a 
adesão e a diferenciação no tubo digestivo do hospedeiro invertebrado dependem, 
essencialmente, de respostas rápidas ás modificações no microambiente, como temperatura 
e pH. Essas respostas são mediadas por vias de sinalização celular e em eucariontes, essas 
vias envolvem a ação coordenada de proteína cinases e fosfatases, proteínas G e segundos 
mensageiros. Modificações na atividade dessas moléculas são iniciadas pela ligação de 
outras moléculas externas, como fatores de crescimento, por mudanças ambientais ou em 

mecanismos homeostáticos internos. O resultado fisiológico dessas modificações inclui, 
alterações no citoesqueleto, endocitose, exocitose e expressão gênica (PARSONS & 
RUBEN, 2000). Proteína cinases e fosfatases são moléculas-chave no controle desses 
eventos celulares. Elas são responsáveis por fosforilar e defosforilar, respectivamente, 
outras proteínas, particularmente, em resíduos de serina, treonina ou tirosina (HUNTER, 
1995).

Muitas das vias de transdução de sinais presentes em eucariontes superiores já 

foram descritas em tripanossomatideos (FLAWIÁ et a l, 1997; PARSONS & RUBEN, 
2000; NAULA & SEEBECK, 2000), apesar do repertório de moléculas utilizadas por esses 

parasitos ser muito limitado, assim como os tipos de respostas desencadeadas por elas. 
Dentre as moléculas descritas por terem efeito fisiológico em tripanossomatideos estão os 
fatores de crescimento e as citocinas (HIDE et a l, 1989; BARCINSKl et a l,  1992; DE 
CASTRO & LUZ, 1993). IGF (fator de crescimento semelhante á insulina) induz resposta 
proliferativa em promastigotas e amastigotas de leishmania (L.) mexicana (GOMES et a l, 
1997; GOTO et a l, 1998), IFN-y é descrito como modulador direto da proliferação
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(MUSTAFÁ et al., 1997) e da atividade de Kfrl, uma cinase estruturalmente relacionada a 
MAPKs, também atuante na proliferação em Trypanosoma bnicei (HUA & WANG, 1997).

O Ca"' é um segundo mensageiro reconhecido por muitas células eucarióticas, onde 

desempenha papel crucial no controle de diversas funções. Uma vez dentro da célula, o 
Ca"' pode interagir com proteínas, como a calmodulina e troponina C ou pode ser estocado 

em organelas citoplasmáticas como reticulo endoplasmático (RE) e mitocôndrias. Membros 
da família Trypanosomatidae possuem maquinaria para produzir e regular sinais de Ca"̂  
(PARSONS & RUBEN, 2000). A homeostasia de Ca '̂ nestes parasitos é realizada 

principalmente pelo acidocalciossoma, organela que constitui um potencial alvo 
quimioterápico, uma vez que não é encontrada em células de mamíferos (DOCAMPO & 
MORENO, 2003). Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi apresentam atividade PKC 
e CaMK (proteina cinase dependente de calmodulina; FLAWIÁ et a l,  1997). Formas 
tripomastigotas de T. cruzi aumentam sua concentração intracelular de Ca"̂  (i[Ca"']) após 
adesão à célula hospedeira (DOCAMPO & MORENO, 1996). O Ca"̂  regula a 
infectividade em amastigotas de L. {L.) amazonensis (LU e ta l,  1997), Aumentos na i[Ca"̂ ] 
podem estar associados à ativação de PKC e a atividade dessa enzima regula a expressão de 
fosfatase ácida de membrana e secretada em promastigotas de /.. (/..) amazonensis, 
promovendo a infecção de macrófagos (VANNIER-SANTOS etal., 1995).

Mudanças no perfil de fosforilação de proteínas durante o ciclo de vida dos 

parasitos sugerem que essas enzimas tenham um importante papel na virulência, 
diferenciação e divisão celulares (MUKHOPADHYAY et a l, 1988; HERMOSO et a l, 
1991; COOL & BLUM, 1993; HERMOSO & JAFFE, 1993; MOTTRAM et a l, 1993; 
PARSONS et a l,  1993). Diversas proteínas do tipo tirosina cinases e fosfatases (COOL & 

BLUM, 1993; PARSONS et al. 1993, MARTINY et a l, 1996) e cinases ciclina-
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dependentes (HASSAN et a i,  2001) foram descritas em tripanossomatideos. Em 
Tiypanosoma hmcei, modificações na atividade de diversas classes de serina/treonina e 

tirosina cinases foram detectadas entre os estágios prociclico e sangüíneo e, mesmo nesse 
último, entre as formas largas e delgadas (TU & WANG, 2004). A fosforilação de proteínas 
em resíduos de tirosina é dependente do estágio de diferenciação em T. congolense 
(PARSONS et a!., 1995) e L. (L.) major (DELL & ENGEL, 1994). A atividade de PKA 

(proteína cinase dependente de AMPc.) uma serina/treonina cinase, está associada á 
metaciclogênese em L. (/..) amazonensis , sendo aproximadamente duas vezes maior em 

sobrenadante com maior concentração de promastigotas metacíclicos (GENESTRA et al., 
2004).

Componentes da cascata MAPK têm sido identificados em tripanossomatideos. Em 

L. {L.) mexicana, proteína cinases com significante homologia com MEKKs de eucariotos 
superiores foram identificadas e caracterizadas, LmxPK4 e LmxMPK9. LmxPK4 não é 
vital para promastigotas, mas é essencial para o estabelecimento da infecção da célula 
hospedeira e, provavelmente, está envolvida na diferenciação de promastigotas a 
amastigotas (KUHN & WIESE, 2005), enquanto LmxMPK9 é encontrada apenas em 

formas promastigotas e está envolvida no crescimento do flagelo (WIESE et a i, 2003a; 
BENGS et al., 2005). Promastigotas de L. (L.) amazonensis induzem fosforilação em 
resíduos de tirosina nos macrófagos durante a adesão á célula hospedeira (MARTINY et 
al., 1996), evento este essencial para o estabelecimento da infecção. No entanto, pouco é 
conhecido sobre proteinas que controlam o ciclo celular e a diferenciação em Leishmania.

Centenas de fármacos disponíveis comercialmente têm como alvo alguma molécula 
ou via de transdução de sinais (NAULA & SEEBECK, 2000). Embora alguns tenham ação 

antiparasitária, atuam também em vias do hospedeiro. Acredita-se que proteína tirosina
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cinases de tripanossomatideos possam ser distintas das de mamiferos. Provavelmente, a 
fosforilação em resíduos de tirosina deva estar em grande parte, sendo exercida por cinases 

de dupla especificidade (BOSHART & MOTTRAM, 1997), o que permitiria o desenho de 
compostos altamente seletivos que poderiam vir a substituir os fármacos atualmente 

utilizados no tratamento das leishmanioses, reduzindo assim os efeitos colaterais para o 

hospedeiro.

1.9 Papel dos inibidores de proteína cinases

Antagonistas específicos de proteína cinases podem ser utilizados para elucidar o papel 
biológico dessas proteínas e muitos apresentam potencial terapêutico no tratamento do 
câncer (AGRAWAL et al., 2005; LEVITZKI, 1999, 2005; SPICER & HARPER, 2005; 
WAKELING, 2005). A utilização desses antagonistas poderia levar ao bloqueio da 
diferenciação de Leishmania para formas mais infectivas ou mesmo inibir sua replicação no 
hospedeiro vertebrado. Genisteína é um isoflavonóide isolado de Pseiidomonas sp. 
conhecido por inibir várias classes de proteína tirosina cinase, inclusive a autofosforilação 
do receptor para fator de crescimento epidérmico (EGFR). Tal inibição é competitiva em 
relação ao sítio de ATP e não-competitiva quanto ao aceptor de fosfato, podendo o 

composto, portanto, se ligar a várias regiões da enzima (AKIYAMA et a i, 1986). Seu 
efeito em proteína serina/treonina cinases como PKA e PKC é desprezível (OKAJIMA et 
a i, 1994; PETERSON, 1995). Enzimas não relacionadas a vias de sinalização também 

podem ser afetadas por genisteína, como DNA topoisomerases 1 e II e P-galacotosidases 

(AKIYAMA & OGAWARA, 1991). As tirfostinas são compostos químicos 
estruturalmente análogos à cadeia lateral do aminoácido tirosina (YASHI et a i, 1988;
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LEVITZKI, 2005) que foram originalmente desenvolvidos como inibidores competitivos 
do EFGR, sintetizados a partir dos compostos erbstatina ou lavendustina A. São inibidores 
com diferentes modos de ação podendo ser competitivos em relação ao substrato e/ou ATP, 
podendo também ter ação sobre DNA topoisomerases 1 e 11 (LEVITZKI, 1992, 1999). 
Tirfostina 25 inibe especialmente EGFR e induz apoptose em células leucêmicas humanas 
(BERGAMASCHI et a l ,  1993). Esses compostos são descritos como agentes 
antiproliferativos, uma vez que são inibidores específicos de PTKs e a atividade aumentada 
dessas proteínas está diretamente associada a doenças proliferativas como câncer (BISHOP, 
1987; SHIR et al., 2003), ateroesclerose (ROSS, 1989; LEVITZKI & GAZIT, 1995) e 
psoríase (BEN-BASSAT, 2001, VASSAR «fe FUCHS, 1991). A estaurosporina foi 
descoberta por Omura e colaboradores em 1977, enquanto realizavam uma triagem de 

alcalóides de origem microbiana. O composto foi isolado de Streptomyces sp. e é um 
potente inibidor de PKC, PKA e PTKs. Estaurosporina age inibindo a atividade do domínio 
catalítico de PKC e PKA. Quanto à inibição de PTKs, sabe-se apenas que não ocorre via 
sítio de ligação do ATP (TAMAOKI & NAKANO, 1990; GESCHER, 1998).
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2.0 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a fosforilação de proteinas em Leishmania (L.) amazonensis, através do uso de 
diferentes antagonistas de proteína cinases.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Testar o efeito de inibidores de proteína cmases na proliferação in vitro de 
promastigotas de L. {L ) amazonensis,

2. Avaliar o efeito do tratamento com os antagonistas de proteína cinases sobre os 
parasitos em relação ao conteúdo protéico, à fosforilação de proteínas em resíduos de 

tirosina e serina, à organização ultraestrutural e à atividade ecto-fosfatásica;

3. Determinar o efeito dos antagonistas de proteína cinases sobre a infectividade de 

promastigotas.



3. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose é uma doença que acomete milhares de pessoas em praticamente 
todos os países, especialmente observada em áreas tropicais e subtropicais (DESJEUX, 
1992; 2004). Os medicamentos utilizados para o tratamento da leishmaniose apresentam 

metais altamente tóxicos (antimoniais pentavalentes) para o hospedeiro, o que leva à busca 
por novas drogas com menos efeitos colaterais.

Nos últimos anos, uma série de publicações mostrou a importância de cascatas de 
sinalização celular em processos de infecção por patógenos, especialmente bactérias 
(COSSART & SANSONETTI, 2004). Proteína cinases, especialmente PTKs, controlam 
diversos eventos desde fagocitose (KWIATKOWSKA & SOBOTA, 1999) até mecanismos 

microbicidas (LU et a i,  1993) e eventos de fosforilação de proteínas estão associados à 
proliferação celular. Vários trabalhos demonstraram a participação de PKs de macrófagos 
na infecção e sobrevivência de Leishmania, mas poucos abordam as vias de sinalização 
presentes no parasito (VANNIER-SANTOS et a l, 1995). Compostos com ação seletiva 
contra cascatas de sinalização celular podem ser utilizados para dissecar as vias presentes 

nestes protozoários, uma vez que falhas na transdução de sinais ou a indução de sinais 
inadequados pode comprometer a sobrevivência desses parasitos em seus hospedeiros 
(PARSONS & RUBEN, 2000), além de permitir a compreensão de fenômenos básicos da 

biologia celular desses protozoários.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtenção de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis: A cepa de escolha foi 
MHOM/Br/75/Josefa de L {L.) amazonensis, isolada pelo Dr. C. A. Cuba-Cuba 
(Universidade de Brasília), de um caso de leishmaniose cutânea diftisa. Os parasitos foram 
mantidos axenicamente em meio Warren modificado (infusão de cérebro e coração bovino, 
ácido fólico e hemina), suplementado com 1 0 % de soro fetal bovino, a 26°C.

4.2 Medidas de proliferação celular: Foram utilizados inóculos de 5 x 10 parasitos / mL. 
Os parasitos foram centrifugados e lavados duas vezes em salina tamponada com fosfato 
(PBS) estéril. Após a última lavagem, o sobrenadante foi desprezado, as células foram 
ressuspensas em 1 mL do mesmo tampão e contadas em câmara de Neubauer. Os parasitos 
foram incubados, a 26°C, em presença ou ausência de inibidores de diferentes classes de 
proteína cinases e o crescimento verificado a cada 24 horas. Os dados apresentados são 

representativos de quatro experimentos independentes, todos realizados em duplicata.

4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida: Os parasitos foram tratados com os inibidores 
por 3, 24 e 48 horas e as células foram ressuspensas em tampão de lise (Tris 100 mM; NaCl 
150 mM; glicerol 10 % e triton, 0,6 %). A concentração de proteína das amostras foi 
determinada pelo método de Bradford (1976), ajustada para 3 mg / mL e separadas em gel 
de poliacrilamida 7,5 %, a 120V fixos, por uma hora. O gel foi então corado em solução de 
azul de Coomassie ou utilizado imediatamente para transferência O experimento 
apresentado é representativo de dois experimentos em duplicata, cujo padrão de expressão 
de proteínas foi semelhante. A análise densitométrica das bandas foi feita utilizando o 
programa Scion Image.
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4.4 Western blotting: Após corrida, as proteínas foram transferidas para membrana de 
nítrocelulose (TOWNBIN el al., 1979). A membrana foi bloqueada em tampão Trís-salina 

(TBS) suplementado com 3 % albumína sérica bovina e Tween 20 0,01 %, incubada com 
anticorpo monoclonal anti-fosfotirosina clone 4G10 (Upstate Biotechnology Inc.) ou 
anticorpo monoclonal anti-fosfoserina clone PSR-45 (Sigma Chemical Co.) e em seguida 

com anti-IgO de camundongo conjugado a peroxidase de rabanete (HRP; Gibco). O 
esperimento é representativo de dois experimentos independentes. A análise densitométrica 
das bandas foi feita utilizando o programa Scion Image.

4.5 Microscopia Eletrônica de Transmissão: Parasitos pré-tratados com os antagonistas 
foram lavados e fixados em glutaraldeído 2,5 % em tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH
7,2 durante 1 hora, à temperatura ambiente. Após fixação, as amostras foram lavadas no 
mesmo tampão e pós-fixadas em solução de tetróxido de ósmio 1 % em tampão cacodilato
0,1 M, ferrocianeto de potássio 0,8 % e cloreto de cálcio 5 mM, ao abrigo da luz. A seguir 
os parasitos foram lavados, desidratados em concentrações crescentes de acetona (70-100 
%), com duração de 10 min. cada, infiltrados e incluídos em resma epoxi Polybed 

(Polysciences). Cortes ultrafmos foram obtidos em ultramicrótomo e coletados em grades 
de cobre de 400 “mesh”. A contrastação foi realizada utilizando acetato de uranila e citrato 

de chumbo e os cortes foram observados ao microscópio eletrônico de transmissão Zeiss 
EM 109.
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4.6 Microscopia eletrônica de varredura: Parasitos pré-tratados com os mibidores foram 
lavados e fixados como descrito acima. Após fixação, as amostras foram lavadas no mesmo 

tampão e as células aderidas sobre laminulas pré-cobertas com solução de poli-/.-lisina por
1 h. As amostras foram pós-fixadas como acima descrito. As amostras foram lavadas duas 
vezes com o mesmo tampão e submetidas à desidratação em séries crescentes de acetona 
(50-100 %), com duração de 10 min. cada. Após desidratação as amostras foram 

submetidas à secagem pelo método do ponto critico. As laminulas foram montadas em 
suportes metálicos e estes submetidos a uma atmosfera de argônio de 0,1 mBAR para 
metalização. As amostras foram observadas em microscópio de varredura JEOL JSM5310.

4.7 Dosagem da atividade fosfatase ácida: A atividade fosfatásica foi dosada utilizando 
10̂  promastigotas/mL intactos tratados ou não em uma mistura de reação contendo tampão 
Tris-HCl 50 mM pH 7,0, MgCb 5 mM e p-nitrofenilfosfato (/7-NPP) 10 mM. A 
concentração de parasitos utilizada é suficiente para catalizar a hidrólise do />-NPP de 
forma linear durante 60 min a 35 °C. A reação foi iniciada pela adição dos parasitos vivos e 
finalizada após 60 min pela adição de NaOH IN. A hidrólise foi determinada pela detecção 
espectrofotométrica de /?-nitrofenol a 425 nm, utilizando um coeficiente de extinção de 14,3 
X 1 0 "' M‘’ cm'V Para a obtenção da atividade secretada, o mesmo móculo de parasitos foi 
incubado em meio de reação em ausência do substrato, por 60 min., centrifugados e o p- 
NPP adicionado ao sobrenadante resultante. A reação foi parada após 60 min. pela adição 
de NaOH 1 N. A atividade de membrana foi obtida pela subtração da atividade total pela 
atividade secretada. Os dados apresentados são representativos de três experimentos 
independentes realizados em triplicata. Os resulatados foram expressos como médias e 
desvios padrões. Diferenças foram consideradas estatisiticamente significante se P< 0,05, 
como determinado pelo teste ANOVA.



4.8 Citoquímica para detecção de fosfatase ácida: Os parasitos foram pré-tratados com 
diferentes concentrações dos inibidores, por Ih e 24h, lavados duas vezes em PBS e pré- 
fixados em glutaraldeido 1 % em tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 por 10 mm. a 4 
°C. Foram então lavados duas vezes em tampão cacodilato de sódio 0,1 M e uma vez em 
tampão Tris-maleato pH 5,0. Logo após, os parasitos foram incubados em meio de reação 

contendo cloreto de cério 1 mM, ^-NPP 1 mM, sacarose 5 % (p/v) em tampão Tris-maleato
0,1 mM pH 5,0, por 45 min. a 37 °C. As células foram então lavadas no mesmo tampão 
acrescido de sacarose 5 % e duas vezes em tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 6,0. Os 
parasitos foram fixados em glutaraldeido 2,5 % em cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2 
acrescido de sacarose 5 % e processados para microscopia eletrônica de transmissão.

4.9 Cultivo primário de macrófagos: macrófagos foram obtidos por lavagem peritoneal 
de camundongos BALB/c em meio DMEM e plaqueados sobre laminulas redondas de 
vidro (13 mm de diâmetro) em placas de cultura de 24 poços. As células foram mantidas 
por 60 min. a 37 °C em atmosfera de 5 % de CO2 para adesão, os macrófagos não aderidos 
foram removidos por lavagem com PBS. Novo meio DMEM suplementado com 10 % SFB 

foi adicionado à monocamada que permaneceu incubada por 1 2 h nas mesmas condições de 

temperatura e atmosfera.
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4.10 Ensaios de interação e sobrevivência: Os parasitos foram pré-tratados com 
diferentes concentrações dos inibidores por 1 hora, lavados duas vezes em PBS estéril, 
contados e adicionados à monocamada de macrófagos peritoneais na proporção de 1 0 : 1 

(parasitos-macrófago). Após 1 hora de interação, a 37 °C, o meio foi retirado, as laminulas 
lavadas com PBS estéril e fixadas com álcool absoluto. As laminulas foram desidratas em 

álcool absoluto, coradas com hematoxilina e eosina e montadas em lâminas para 
observação e contagem por microscopia óptica sob objetiva de 100 X. Os ensaios de 
sobrevivência foram realizados com parasitos e macrófagos na mesma proporção, no tempo 
de 72 horas, à temperatura de 35 °C e atmosfera de 5 % de CO2. O percentual de 
macrófagos infectados foi determinado por contagem em microscópio óptico de campo 
claro. O indice de associação (I.A.) foi determinado segundo Bianco eí al. 1975, onde l.A.= 

% macrófagos infectados x média do número de parasitos/macrófago. Os dados 
apresentados são representativos de três experimentos independentes, realizados em 
triplicata nos quais foram contados 500 macrófagos por laminula. Os resultados foram 
expressos como médias e desvios padrões. Diferenças foram consideradas estatisticamente 
significante se P< 0,05, como determinado pelo teste ANOVA.



4.11 Inibidores: Estaurosporina (de Streptomyces sp.), tirfostina 25 (4,5- 
Trihidroxibenzilideno-malononitril) e genisteína (4’,5,7-trihidroxi-isofIavona) foram 
obtidos da Sigma Chemical Co. As soluções estoque foram feitas em DMSO, aliquotadas e 
congeladas até o uso. Nas concentrações utilizadas, o DMSO não causou nenhum efeito na 

proliferação dos parasitos.
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A. Estaurosporina

HO'
C. Genisteína

Figura 3: Estrutura química dos inibidores de proteina cinases utilizados.
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4.12 Análise estatística: Os dados apresentados neste trabalho são representativos de, pelo 
menos, três experimentos independentes. Para a análise dos dados foi teste estatistico de 
escolha foi a análise de variância (ANOVA), utilizado o programa GraphPad Prism 4.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito de inibidores de proteína cinases na proliferação dos parasitos

Para verificar o efeito dos inibidores de proteína cinases na proliferação in vitro dos 
parasitos, promastigotas de L  amazonensis (5x 10'*) foram incubados com concentrações 
crescentes dos diferentes inibidores, em meio de cultivo, por 7 dias e o número de parasitos 
foi determinado, a cada 24 horas, em câmara de Neubauer. Em presença dos antagonistas 
estaurosporina (fig. 4), genisteína (fig 5) e tirfostina 25 (fig 6 ) a proliferação in vitro dos 
parasitos foi inibida de modo dose-dependente.

5.2 Efeito dos antagonistas na expressão de proteínas

Com o objetivo de verificar se o tratamento dos parasitos com os antagonistas alterou a 
expressão de proteínas, promastigotas foram coletados após diferentes períodos de exposição 
às drogas. Usados e submetidos à separação em gel de poliacrilamida em condições 
desnaturantes. Parasitos expostos à estaurosporina apresentaram inibição na expressão de 3 
proteínas com pesos moleculares aproximados de 75, 55 e 43,8 kDa. Essa inibição foi mais 
significativa sobre a proteína de 43,8 kDa, que após 10 min. apresentou inibição de 60 % e 
após 30 min. 48,5%. Parasitos expostos à tirfostina 25 e genisteína, por 30 min., também 
apresentaram inibição na expressão de proteína com peso molecular próximo a 55 kDa, sendo 
de 30,8 % e 45,2 %, respectivamente. O tratamento dos parasitos com esses antagonistas por 
10 min. inibiu de forma pouco significante, em média 20 % (Fig 7). O percentual de inibição 
das bandas foi determinado segundo análise feita pelo programa Scion Image.
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Figura 4: Efeito dose-dependente do inibidor estaurosporina na proliferação de 
promastigotas. Parasitos foram tratados por 7 dias em meio de cultivo Warren e contados 
diariamente em câmara de Neubauer. ■- controle; O- 0,1 iliM; O - 0,5 p.M e ♦- 1 |uM. IC50

0,29 nM. Quatro experimentos independentes, todos realizados em duplicata.
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Figura 5: Efeito dose-dependente do inibidor genisteína na proliferação de promastigotas. 
Parasitos foram tratados por 7 dias em meio de cultivo Warren e contados diariamente em 
câmara de Neubauer. ■- controle; O- 10 juM; O - 50 fj,M e ♦- 100 fj,M. IC50 11,02 )iM. 
Quatro experimentos independentes, todos realizados em duplicata.
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Figura 6 : Efeito dose-dependente do inibidor tirfostina 25 na proliferação de promastigotas. 
Parasitos foram tratados por 7 dias em meio de cultivo Warren e contados diariamente em 
câmara de Neubauer. ■- controle; • -  10 )líM; O - 50 e ♦- 150 |mM. IC50 5,89 nM. Quatro 
experimentos independentes, todos realizados em duplicata.
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Figura 7; Efeito do tratamento com inibidores de proteina cinases no conteúdo protéico de 

promastigotas de L. {L.) amazonemis. Os parasitos controle (C) ou tratados por 10 ou 30 

minutos com tirfostina 25 ISO^M (T), estaurosporina 2 (E) ou genisteina 100 (G) 
foram lisados e submetidos a SDS-PAGE. Notar alterações em proteínas com peso molecular 

de 75, 55 e 43,8 IcDa após tratamento os três inibidores, principalmente com estaurosporina 

10 min. (setas).



5.3 Efeito dos inibidores de proteína cinases na fosforilação de proteínas

A fosforilação de proteinas em resíduos de serina e tirosina em promastigotas tratados 

com os antagonistas de proteína cinases foi analisada. Após a separação eletroforética das 

proteinas, estas foram reveladas por Western blotting utilizando anticorpo antifosfoserina (Fig 

8 ) ou antifosfotirosina (Fig 9). Na ausência dos inibidores diversas proteinas foram 

fosforiladas. O tratamento dos parasitos com o antagonista estaurosporina 2  ^M, a partir de 10 

min., inibe a fosforilação de uma proteína com peso molecular de, aproximadamente, 112 kDa 

(63 %, Fig 8 ). Parasitos tratados com os três inibidores, por 10 min., apresentaram inibição 

significativa (80 %) da fosforilação em resíduos de tirosina em uma proteina com peso 

molecular de 212 kDa. Já o curto tratamento (10 min.) com genisteina 100 apresentou 

inibição significativa (50 %) da fosforilação em várias proteinas, efeito que é revertido após 

30 min. (Fig 9).
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5.4 Avaliação ultraestrutural de parasitos tratados com os antagonistas

Com o objetivo de avaliar possíveis alterações ultraestruturais induzidas pelo bloqueio de 

vias de sinalização no parasito, promastigotas foram incubados com estaurosporina 2  |aM, 
tirfostina 25 150 e genisteina 100 ^M, por 24 horas e as amostras processadas para 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura. Parasitos não tratados, crescidos nas 

mesmas condições, apresentaram ultraestrutura normal, com suas organelas íntegras (Fig. 10). 
O tratamento com tirfostina 25 150 |jlVl induziu alteração no padrão de compactação do 

kDNA (Fig 11 A e B), desorganização da mitocôndria única (Fig 11 C) e cisternas de retículo 

endoplasmático englobando regiões extensas do citoplasma (Fig. 11 D). Tais alterações são



compatíveis com processos autofágicos. O tratamento com 100 |iM de genisteína, também 

induziu alterações semelhantes no kDNA e mitocôndria e figuras sugestivas de autofagia. Foi 
observado ainda grande número de parasitos com alterações na septação (Fig 12 A) e 

múltiplos perfis de corpúsculos basais (Fig 12 B) e número alterado de flagelos (Fig. 12 C e 

D). Em muitos parasitos a região de junção desmossomal entre a membrana do flagelo e da 

saída da BF encontrava-se extremamente hipertrofiada e com as membranas justapostas (Fig. 
12 D). Todos os inibidores induziram alterações na BF dos parasitos após 24 horas. O 

tratamento com estaurosporina 2  |iM induziu aumento significativo no volume da bolsa 

flagelar com acúmulo de vesículas e perfis concêntricos de membrana (Fig. 13 A). Essa 

dilatação também foi observada na maioria dos parasitos, por microscopia óptica (dados não 

mostrados). Embora tal aumento no volume da BF não tenha sido observado após o 

tratamento com tirfostina 25 e genisteina, esta apresentou-se repleta de vesículas (Fig. 13 B) 
e/ou corpos multivesiculares (Fig. 13 C).

Os parasitos tratados com genisteína também foram analisados por microscopia eletrônica 

de varredura, onde foram observadas “blebs” de membrana, particularmente na abertura da 

BF e alterações na morfologia flagelar (Fig. 14 B e C).
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Figura 8: Western blotting de proteínas fosforiladas em resíduos de serina em promastigotas 

de L. {L.) amazonensis, após tratamentos de 10 e 30 min. com estaurosporina (E) 2 |iM. O 

tratamento induziu diminuição da fosforilação em uma proteina de peso molecular de 112 

kDa (seta).
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Figura 9: “Western Blotting” de proteinas fosforiladas em resíduos de tirosina em 

promastigotas de L  (L.) amazonensis tratados ou não (C) com tirfostina 25 (T) 150 îM, 
estaurosporina (E) 2 ou genisteina (G) 100 ^M. Notar diminuição da fosforilação, após
10 min. de tratamento com os três inibidores em proteinas com 212 kDa (seta) e após 10 

min.de tratamento em várias proteínas com genisteina (*).
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Figura 10: Micrografia de parasito controle apresentando ultraestrutura normal da forma 

promastigota de L. (L.) amazonemis. Em detalhe, cinetoplasto (K), flagelo (F) e corpúsculo 

basal (*). Mitocôndria (M), boisa flagelar (BF). Barras representam 0,5 |im.
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Figura 11: Alterações ultraestruturais de parasitos tratados com tirfostina 25 150 |iM por 24 

horas. O tratamento induziu desorganização do cinetoplasto (A e B, setas), destruição da 

mitocôndria (M), a qual apresentou perfis concêntricos de membrana (C, *) e extensa porção 

do citoplasma envolta por reticulo endoplasmático (D, ponta de seta). Barras representam 0,5 

^m.
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Figura 12: Alterações ultraestruturais em promastigotas de L. (L.) amazonensis induzidas por 

24 horas de tratamento com genisteína 100 ^M. Parasitos apresentaram vários perfis de 

corpúsculos basais (B*) de flagelos (F-C, D) indicando tentativas de divisão celular (A-D). 
Também foi observada extensão da região de junção do flagelo com o corpo celular (D, seta). 
K, cinetoplasto; N, núcleo. Barras representam 0,5 um.
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Figura 13: Alterações ultraestruturais na bolsa flagelar de parasitos induzidas por 24 horas de 

tratamento com estaurosporina 2 |iM (A), tirfostina 25 150 nM (B) e genisteína 100 pM (C). 
Estaurosporina induziu grande dilatação e os três compostos levaram ao acúmulo de vesículas 

(setas) no lúmen da BF, além da presença de perfis concêntricos de membrana (*). Barras 

representam 0,5 um.
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Figura 14; Alterações ultraestruturais em promastigotas deZ. {L.) amazonensis induzidas pelo 

tratamento com genisteína 100 por 24 horas (B e C) observadas por microscopia 

eletrônica de varredura. Em A, parasitos controle. Notar alteração na morfologia flagelar. F, 
flagelo. Barras representam 0,5 fim.



5.5 Efeito dos inibidores na atividade fosfatase ácida

O aumento no volume da BF em parasitos tratados com estaurosporina e o excesso de 
vesículas nessa região em parasitos tratados com tirfostina 25 e genisteína levou-nos a 
questionar se o endereçamento e a secreção de enzimas do parasito eram alterados pelos 
tratamentos empregados, uma vez que a bolsa flagelar é o único sítio de endocitose e 
exocitose em Leishmania (LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001). As fosfatases 
ácidas de membrana e de superfície (DWYER & GOTTLIEB, 1983 b; GOTTLIEB & 
DWYER, I98I a; 1982 b) são as ecto-enzimas majoritárias de formas promastigotas. A 
determinação colorimétrica da hidrólise de p-nitrofenilfosfato (p-NPP) a pH 5,0 demonstrou 
que estaurosporina I nM, tirfostina 25 150 ^M e genisteína 100 nM inibem de forma 
significativa a atividade fosfatase ácida secretada após 24h de tratamento (Fig. 16 B) e que 
estaurosporina 1 filVl e tirfostina 25 150 nM também induzem inibição significativa quando 
são adicionadas no momento da dosagem (Fig. 15 B).
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5.6 Localização da atividade da enzima fosfatase ácida em parasitos tratados

Com o objetivo de localizar a atividade da enzima fosfatase ácida, promastigotas de L. 
amazonensis foram tratados com os inibidores por 24 horas e as amostras processadas, atráves 
da técnica de citoquímica. Nossa hipótese inicial era que esta enzima estava sendo retida na 
BF, uma vez que sua atividade secretada foi inibida após o tratamento dos parasitos. 
Surpreendentemente, o produto da reação não foi encontrado acumulado nesta região e sim no 
reticulo endoplasmático, logo abaixo da membrana plasmática. Além disso, foram 
encontradas diversas vesículas ao redor do aparelho de Golgi (Fig. 17 C-F).
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Figura 15: Dosagem da atividade fosfatase ácida em promastigotas de L. (L.) amazonensis 
tratados com inibidores de proteína cinases por 1 hora. A, atividade de membrana (obtida pela 
subtração da atividade total pela aquela sensível ao tartarato de sódio); B, atividade secretada; 
C, atividade total. * p< 0,05; * * p< 0,01.
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Figura 16: Dosagem da atividade fosfatase ácida em promastigotas de L. (L.) amazonensis 
tratados com inibidores de proteína cinases por 24 horas. A, atividade de membrana (obtida 
pela subtração da atividade total pela aquela sensível ao tartarato de sódio); B, atividade 
secretada; C, atividade total. * p< 0,05; * * p< 0,01.
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Figura 17: Detecção citoquímica da atividade fosfatase ácida. Os parasitos foram tratados com 

diferentes inibidores de proteína cinases por 24 horas. A e B, controle; C e D, genisteína 100 

HM; E e F, tirfostina 25 150 îM. Intenso produto de reação pôde ser observado na superfície 

celular e no reticulo endoplasmático (setas), mas raramente no aparelho de Golgi (G). F, 
flagelo; V, vesículas. Barras representam 0,5 ^m.



5.7 Efeito dos antagonistas de proteína cinases na infecção da célula hospedeira

Para verificar a participação de proteína cinases do parasito na infecção da célula 

hospedeira e na sobrevivência intracelular promastigotas de L. amazonensis foram pré- 
tratados por I hora com diferentes concentrações dos inibidores, a 27 °C e incubados por 1 
hora, a 37 °C, ou 72 horas, a 35 °C, com monocamadas de macrófagos peritoneais. O 

tratamento com estaurosporina 1 (íM diminuiu significantemente (40 %) tanto a adesão (Fig. 
18 A) quanto a sobrevivência (Fig. 18 B) dos parasitos. Tirfostina 25 e genisteína, nesse 

tempo de tratamento, não induziram efeito estatisticamente significativo quando comparados 

ao controle (Fig. 18).
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Figura 18: Efeito dos antagonistas de proteína cinases na invasão (1 hora -  A) e sobrevivência 
(72 horas -  B) de promastigotas de L. (Z.) amazonensis. Os parasitos foram tratados com 
tirfostina 25 150 |iM, estaurosporina 1 e genisteína 100 |iM por 1 hora, a 27 °C e lavados 
em PBS antes da incubação com os macrófagos. Os dados apresentados são representativos de 
três experimentos independentes, realizados em triplicata nos quais foram contados 500 
macrófagos. A relação parasito macrófago foi de 10:1 em A e 1:1 em B. Os resultados foram 
expressos como médias e desvios padrões. * * p< 0,01.
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6. DISCUSSÃO

Protozoários do gênero Leishmania alternam períodos de proliferação e diferenciação 

celulares ao longo de seu ciclo digenético. Em seus diferentes estágios os parasitos são 

expostos a ambientes que diferem em temperatura, pH e condiçoes nutricionais. Sua 

sobrevivência depende de mecanismos que permitam sua diferenciação a uma forma mais 

tolerante às novas condições ambientais. As adaptações necessárias para sobrevivência do 

parasito resultam de alterações na expressão gênica, as quais podem ser modulads por fatores 

ambientais como temperatura (SHAPIRA et al., 1988), pH, componentes do soro 

(ZILBERSTEIN et al., 1991) e osmolaridade (DARLING & BLOOM, 1990). A diferenciação 

para a forma amastigota é induzida principalmente por modificações de temperatura e pH 

(ZILBERSTEIN & SHAPIRA, 1994). Em eucariotos superiores, diferenciação e proliferação 

celulares são eventos mediados por vias de sinalização que envolvem atividade intensa de 

proteína cinases e fosfatases (HUNTER, 1995). Contudo, em parasitos unicelulares essas vias 

não são muito bem entendidas. Várias funções celulares essenciais como glicólise, 
fosforilação oxidativa, edição de RNA, endocitose, transporte de membrana e infectividade, 
sofrem alterações durante a diferenciação e, por analogia a eucariotos superiores, 
provavelmente são controladas por cascatas de sinalização que envolvem a fosforilação de 

proteínas.
Antagonistas potentes e altamente específicos são necessários para elucidar o papel 

biológico de proteína cinases e em muitos casos tem apresentado potencial terapêutico no 

tratamento do câncer (AGRAWAL et a i ,  2005; LEVITZKI, 1999, 2005; SPICER &. 
HARPER, 2005; WAKELING, 2005). O uso de antagonistas específicos poderia bloquear a 

diferenciação de Leishmania para formas mais infectivas ou inibir sua replicação no 

hospedeiro vertebrado.



Para os nossos estudos utilizamos dois antagonistas da família das proteína tirosina 
cinases, genisteína e tirfostina 25 e um inibidor de amplo espectro, a estaurosporina.

As concentrações mais altas dos compostos tirfostina 25, genisteína e estaurosporina 
(150, 100 e 1 |iM, respectivamente) foram capazes de exercer atividade antiproliferativa em 
culturas de promastigotas de L. (L.) amazonensis. Esse efeito foi evidenciado por uma 
inibição de aproximadamente 90% no número de parasitos, comprovando claramente o efeito 
citostático dos compostos. Nossos dados diferem significativamente dos obtidos 
anteriormente utilizando L. (L.) amazonensis e L. {L.) major (BECKER & JAFFE, 1997), em 
que concentrações até 2,5 |xM de estaurosporina praticamente não inibiram o crescimento in 
vitro. Esses resultados possivelmente refletem diferenças metodológicas, uma vez que estes 
autores fizeram apenas um pré-tratamento de 60 min, enquanto que em nossos experimentos a 
droga foi mantida na cultura durante todo o período de duração do ensaio. As alterações 
morfológicas observadas por microscopia óptica em culturas tratadas com estaurosporina 
sugerem que a diferenciação do parasito foi afetada. Alterações semelhantes em culturas de L. 
(L.) donovani foram observadas após 12 horas de exposição à droga e a diferenciação 
promastigota-amastigota e amastigota-promastígota foi bloqueada, após 24 horas de 
exposição à estaurosporina (BLUM, 1994).

A inibição quase total do crescimento por estaurosporina, tirfostina 25 e genisteína pode 
ser explicada pelo fato de serem inibidores que apresentam marcante ação sobre receptores 
para fatores de crescimento, como EGFR. A dimerização induzida pelo reconhecimento do 
fator de crescimento leva à autofosforilação de seu domínío citoplasmático em resíduos de 
tirosina e ativação de vias posteriores, como Ras/MAPK e fatores de transcrição como
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STATs, essenciais ao controle do crescimento celular. Homólogos de EGFR foram 

identificados em 7'rypanosoma hmcei (HIDE el a i ,  1989). Sabe-se que o EGF estimula o 

crescimento de formas procíclicas e sanguíneas desse parasito (HIDE, 1998). EGF também se 

liga a um receptor em formas amastigotas de Trypanosoma cruzi induzindo eventos de 

transdução de sinais e proliferação celular (GHANSAH eí a i ,  2002). Ensaios utilizando 

substratos sintéticos demostraram que genisteína reduz a proliferação de formas sanguíneas de 

modo dose-dependente e inibe a atividade PTK em extratos de T. hrucei (WHEELER-ALM
& SHAPIRO, 1992)

Em Leishmania, foi demonstrado que calmodulina, uma proteína citossólica ligante de 

Ca^\ é fosforilada após ativação de EGFR (BENAIM et aL, 1998). Além disso, outros fatores 

de crescimento, como fator de crescimento de insulina 1 (GOMES eí a i ,  1997) e fator de 

crescimento básico de fibroblasto (bFGF; KARDAMI et al., 1992) também estimulam a 

proliferação desses parasitos, sugerindo a presença de receptores homólogos aos de 

mamíferos, que poderiam ser modulados por vias de sinalização análogas, e, portanto serem 

inibidos pelos antagonistas empregados.
Durante o crescimento e diferenciação in vitro de promastigotas, observa-se uma 

modificação no perfil protéico (SHAPIRA et a i ,  1988) e no padrão de fosforilação de 

proteinas em resíduos de serina e treonina, mas a fosforilação em tirosina, ao contrário de 

mamíferos, é pouco afetada (DELL & ENGEL, 1994). A análise dos promastigotas tratados 

com os inibidores de proteína cinases revelou modificações no padrão de expressão de 

proteínas e inibição na fosforilação em resíduos de serina e tirosina, após os tratamentos, 
indicando que vias de sinalização responsáveis por regular a proliferação e a diferenciação 

podem ter sido afetadas e que a metaciclogênese pode ter sido bloqueada ou retardada pelos 

tratamentos utilizados. Tempos mais longos de tratamento (superiores a 30 min.) e a 

quantificação de promastigotas metacíclicos devem ser testados para confirmar essa hipótese.

70



Analisamos a ultraestnitura de promastigotas de L (L.) amazonensis tratados com 

genisteina 100 ^M, tirfostina 25 150 )iM e estaurosporina 2 |iM por 24 horas. Foram 

observadas alterações na estrutura da mitocôndria única, presença de cisternas de reticulo 

endoplasmático dilatadas envolvendo porções do citoplasma, sugestivo de processo 

autofágico e alterações no kDNA após o tratamento com tirfostina 25. Em outros tipos 

celulares, tirfostinas inibem a proliferação celular por dano mitocondrial, podendo atuar como 

desacopladores da fosforilação oxidativa (BURGER et al., 1995). Genisteína e estaurosporina 

também ocasionam danos na flinção mitocondrial em adipócitos, mitocôndrias isoladas 

(SALVl et ai-, 2002; YOUNG et al., 1993), células T tumorais (BAXA et al., 2005), mas tais 

alterações não foram induzidas pelo uso desses inibidores.
A atividade antiproliferativa dessas drogas pode se dever, ao menos em parte, à 

perturbação da homeostase mitocondrial, uma vez que pequenas flutuações nos níveis de ATP 

podem levar a uma série de fenômenos como inibição da síntese de DNA, RNA e proteínas. A 

ação destes compostos sobre a estrutura e fianção mitocondrial tem grande importância na 

quimioterapia, uma vez que esta organela em Leishmania é afetada por várias drogas com 

atividade microbicida (VANNIER-SANTOS et al., 1995; ZHAI et al., 1995; DELORENZI et 
al., 2001; RODRIGUES et al., 2002). O dano mitocondrial também é um fator importante na 

apoptose. Apoptose induzida por estaurosporina, genisteína e tirfostinas em diferentes tipos 

celulares já foi anteriormente descrita (HEERDT etal., 2000; YOON et al., 2000; DUDZISZ- 
SLEDZ et a i ,  2001). A indução de apoptose em L. (L.) major por estaurosporina também já 

foi anteriormente observada (ARNOULT et al., 2002), mas em nossos resultados não 

encontramos indicativos desse evento celular.
O kDNA é composto por dois tipos de moléculas circulares, maxicírculos e minicírculos, 

formando uma rede na matriz mitocondrial (Cavalcanti et al, 2004). Os maxicírculos 

apresentam 20.000-40.000 pares de base em 10-20 cópias, codificando rRNAs e proteínas
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mitocondriais, enquanto os minicírculos são encontrados em número de cópias muito 

superior, aproximadamente 10.000, com mais de 1.000 pares de base codificando pequenos 

RNAs guia envolvidos no processo de edição do RNA (Morris et al., 2000). Várias enzimas 

homólogas às de mamíferos participam da organização dessa rede, entre elas topoisomerases, 
que auxiliam no concatenamento dos círculos durante a replicação do DNA (SCHNEÍDER, 
2001). Tirfostinas inibem DNA topoisomerases do tipo I e II (AFLALO et al., 1994; 
BENDETZ-NEZER et al., 2004; MARKOVITS et a l ,  1994) em mamíferos e podem estar 

atuando em Leishmania, o que poderia explicar as alterações estruturais observadas na 

organização do kDNA de promastigotas incubados com os antagonistas de PTK.
Outra alteração comumente observada em parasitos tratados, especialmente com 

genisteína e tirfostina 25, foi a presença de células com septação incompleta, apresentando 

flagelos e corpúsculos basais em número alterado (superior a dois). Esse fato pode ser devido 

à desorganização das estruturas nucleadoras de conformação em forma de “roda de carroça”, 
que na maioria dos protozoários estão presentes em número de 4 ou 5. Essas estruturas podem 

originar novos corpúsculos basais (MIGNOT, 1996). Em I.eishmania, um distúrbio ao nível 
de sinalização celular poderia assincronizar as divisões nuclear e flagelar.

Nossos resultados indicam que estaurosporina e genisteína induzem um considerável 
aumento na BF do parasito, sugerindo alterações no mecanismo de transporte de vesículas, 
uma vez que essa é a única região responsável pela exocitose e endocitose em Leishmania 
(LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001). O aumento no volume da bolsa flagelar 

induzido pelo tratamento com um modulador de proteina cinases (PMA, acetato de forbol 
miristato) foi descrito anteriormente pelo nosso grupo (VANNIER-SANTOS et a l ,  1988) e 

esse aumento está associado a uma maior expressão de fosfatase ácida, especialmente a forma 

secretada (VANNIER-SANTOS et al., 1995). Decidimos verificar se esta atividade estava 

sendo acumulada na bolsa flagelar em função da inibição da secreção da enzima para o meio
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extracelular. Não foi detectado produto de reação acumulado no lúmen da BF por 

citoquimica, mas diversas vesiculas foram encontradas nas redondezas do aparato de Golgi. 
Diversos membros da familia de proteinas GTPases Rab participam do tráfego de vesículas e 

são fosforiladas, em resíduos de tirosina, quando super expressadas em células de mamíferos 

(DING et al., 2003). Tirfostina 25 pode estar inibindo a fosforilação dessas proteínas, 
prejudicando o tráfego vesicular em Leishmania. Além disso, esses compostos também foram 

descritos coriio inibidores de formação de vesículas da rede trans-Go\g\ em células de 

mamíferos (AUSTIN & SHIELDS, 1996). Também é possível que a expressão da enzima 

tenha sido inibida ao nível transcricional ou traducional.
Outra alteração observada em parasitos tratados com genisteína foi a aparente junção entre 

a membrana do flagelo e da BF. É possível que a abertura da bolsa flagelar seja controlada 

por eventos de fosforilação, uma vez que foi observada marcação para anti-fosfotirosina em 

proteínas localizadas nessa região e por toda a superfície do flagelo (MARTINY etal., 1996).
A interação Ijeishmania-mdLcròí^^o é descrita como mediada por receptores e diversos 

sistemas receptor-ligante estão envolvidos (ALEXANDER & RUSSEL, 1992). Apesar de 

muitos grupos se dedicarem ao estudo da infecção de células hospedeiras por esses parasitos 

abordando o papel de receptores de superfície e as vias de sinalização envolvidas em 

macrófagos, pouco é conhecido a respeito de vias de sinalização envolvidas no parasito. O 

nosso grupo demonstrou que a atividade PKC de L. (/..) amazonensis pode modular sua 

interação com células hospedeiras via SAcP (VANNIER-SANTOS et a l ,  1995). Com o 

objetivo de verificar o papel de proteina cinases do parasito na invasão da célula hospedeira, 
realizamos o pré-tratamento de promastigotas com os inibidores antes da interação com 

macrófagos peritoneais. Dos três antagonistas testados apenas estaurosporina foi capaz de 

inibir a invasão e a sobrevivência intracelular dos parasitos. Nossos resultados indicam que a 

atividade PTK do parasito parece não influenciar nos eventos de entrada e sobrevivência
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intracelular, uma vez que os inibidores específicos da atividade dessa enzima não 

apresentaram efeito. Estaurosporina inibe diversas classes de proteína cinases, mas em 

mamiferos, age especialmente sobre PKC (TAMAOKI & NAKANO, 1990; GESCHER, 
1998). Esse efeito pode estar relacionado com a inibição de AcP, possivelmente SAcP, cuja 

atividade pode ser modulada por isoformas de PKC (VANNIER-SANTOS et al, 1995) e a 

qual apresentou atividade significativamente diminuída após tratamento com este antagonista. 
Trabalhos anteriores descreveram AcP ligada à membrana como um marcador de virulência 

em Leishmania (SINGLA et a i ,  1992; KATAKURA & KOBAYASHI, 1988; LOVELACE & 

GOTTLIEB, 1986), mas estudos recentes verificaram que promastigotas mutantes nulos de L. 

mexicana para atividade dessa enzima são capazes de infectar macrófagos e desenvolver lesão 

em camundongos Balb/c de modo semelhante a parasitos selvagens (BENZEL et. a i ,  2000).
O sucesso da infecção não depende de uma determinada molécula presente no parasito ou na 

célula hospedeira. E um fenômeno multifatorial no qual diversas moléculas do parasito e da 

célula hospedeira estão envolvidas.
Novas terapias podem ser desenvolvidas a partir do estudo de vias de sinalização do 

parasito, uma vez que a interrupção da transdução de sinais ou mesmo a indução de sinais 

impróprios poderia comprometer a sua capacidade de sobrevivência em seus hospedeiros. O 

uso de compostos com ação seletiva contra cascatas de sinalização celular pode ser utilizado 

para dissecar as vias presentes nestes protozoários, permitindo não somente a compreensão de 

fenômenos de biologia celular básica, como a evolução dessas vias e o mecanismo pelo qual 
Lei.shmania se tornou um parasito tão bem sucedido.

74



75

7 CONCLUSOES

1. Proteína cinases estão relacionadas com a divisão celular de promastigotas de L. (L.) 
amazonensis.

2. Em promastigotas de L. {L.) amazonensis a síntese e/ou maturação da enzima fosfatase 

ácida secretada é mediada por enzimas sensíveis a estaurosporina, genisteina e 

tirfostina 25.

3. Proteina cinases do parasito, particularmente com atividade PKC, estão envolvidas nos 

eventos de invasão e sobrevivência na célula hospedeira.

4. A atividade PTK de Leishmania, ao contrário do que ocorre na célula hospedeira, 
parece não interferir na entrada e na replicação intracelular dos parasitos.
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