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Resumo

da Silva, MFL. Relagdo entre a localizagdo celular da enzima arginase de
Leishmania (Leishmania) amazonensis e seu papel na infeccdo de
macrofagos murinos [tese de doutorado]. Sdo Paulo: Instituto de Biociéncias
da Universidade de S&o Paulo; 2010.

Nos hospedeiros mamiferos, os parasitas do género Leishmania vivem
nos macréfagos se evadindo de mecanismos microbicidas dessas células,
tais como a producdo de oxido nitrico (NO). A producdo de NO pela enzima
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) nos macrofagos requer L-arginina como
substrato, 0 mesmo aminoacido utilizado pela arginase para produzir ornitina
e uréia. Logo, a arginase pode atuar na sobrevivéncia de Leishmania no
hospedeiro competindo com a iNOS, reduzindo a producdo de NO, além de
seu papel na via de poliaminas, essencial para a replicacdo dessas células.
Com isso, 0 objetivo desse estudo é elucidar o papel da arginase de L. (L.)
amazonensis durante o ciclo de vida do parasita, particularmente, sua fungéo
no estabelecimento e na manutencdo da infecgdo da célula hospedeira, e
como esse papel seria exercido.

Nesse sentido, obtivemos soros policlonais anti-arginase, a partir da
arginase recombinante de L. (L.) amazonensis purificada, e esses soros
foram utilizados na imunomarcacdo da enzima em preparagcdes com formas
promastigotas e macréfagos infectados com amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Assim, determinamos a compartimentalizacdo da arginase nos
glicossomos tanto na forma promastigota do parasita como na forma
amastigota, durante a infecgéo.

Além disso, obtivemos diversos mutantes com a expressao de
arginase modificada quanto a quantidade e localizagdo que nos permitiram
avaliar a importancia da compartimentalizagdo dessa enzima nos
glicossomos. Entre esses mutantes temos: superexpressores de arginase,
com e sem sinal de enderegcamento para glicossomo; parasitas com um alelo
de arginase nocauteado e o outro substituido pelo cassete contendo o

segmento ddFKBP-ARG, que teriam a expresséo de arginase regulada pelo



dominio ddFKB sendo nocautes funcionais de arginase; e finalmente,
também obtivemos parasitas nocaute nulo de arginase.

A andlise desses mutantes permitiu conclusées importantes para o
conhecimento da fisiologia do parasita e sua relagdo com o macrofago,
revelando que o papel da arginase de Leishmania parece ser muito mais
complexo do que o inicialmente postulado, participando na regulacdo de
outras vias metabdlicas do proprio parasita e da célula hospedeira.
Paralelamente, também determinamos que o sistema ddFKBP é funcional em
L. (L.) amazonensis, e assim pode ser utilizado no estudo funcional de outras
proteinas importantes para esses parasitas.



Abstract

da Silva, MFL. The relationship between the cellular location of Leishmania
(Leishmania) amazonensis arginase and its role during the macrophage
infection [thesis]. S&o Paulo: Instituto de Biociéncias da Universidade de Sao
Paulo; 2010.

In the mammal host, Leishmania parasites live inside macrophages
escaping from their microbicidal mechanisms, such as the nitric oxide (NO)
production. The macrophage NO production by inducible nitric oxide synthase
(iINOS) requires L-arginine as substrate, the same amino acid required by
arginase to generate ornithine and urea. So, arginase may play a dual role in
Leishmania survival reducing the NO by competing with iNOS, and
participating in the polyamines pathway, which is essential for the cells
replication. Considering this, the aim of this study is to elucidate the role of L.
(L.) amazonensis arginase during the parasite life cycle, mainly its function for
the establishment and maintenance of the host cell infection, besides to
elucidate the way that this enzyme plays its role.

With this in mind, we obtained polyclonal anti-arginase sera using
purified recombinant L. (L.) amazonensis arginase, these sera were used in
immunolabelling assays of L. (L.) amazonensis promastigotes and
macrophages infected with L. (L.) amazonensis amastigotes. These
experiments determined that arginase is compartmentalized in the
glycosomes of both promastigotes and amastigotes, during infection.

Besides, we obtained several mutants with altered arginase
expression, modified in terms of quantity and location, which permitted us to
evaluate the importance of glycosome arginase compartmentalization. Among
these mutants are: overexpressors of arginase, with and without glycosomal
addressing signal; parasites with one arginase allele knocked out and the
other one replaced by a sequence containing the ddFKBP-ARG fusion that
would allow us to regulate arginase expression, working like a functional
arginase knockout; and finally, we also obtained arginase null knockouts

parasites.



The mutants analyses lead us to important conclusions for the
knowledge of the parasite physiology and its relationship with the host
macrophage, revealing that the Leishmania arginase role appears to be more
complex than previously thought, playing an important role in the regulation of
other metabolic pathways, of the own parasite and of the host cell. In the
other hand, we also determined that the ddFKBP system is functional in L. (L.)
amazonensis, and then can be used for functional studies of other important

parasite’s proteins.



1. Introducéo

1.1. O género Leishmania e as leishmanioses

Representacdes de lesdes de pele e deformidades faciais encontradas
em pecas arqueologicas pré-Inca no Equador e no Peru, datadas do comego
do século 1 d.C., ja evidenciavam a ocorréncia das formas cutanea e
mucocutanea das leishmanioses no chamado Novo Mundo. Textos do
periodo Inca dos séculos 15 e 16, e depois durante a colonizacdo espanhola,
mencionam Ulceras de pele apresentadas pelos agricultores sazonais quando
retornavam da regido dos Andes. Posteriormente, patologias que causavam a
desfiguracdo do nariz e boca ficaram conhecidas como “lepra branca”, gracas
a similaridade com as lesGes causadas por micobactéria. No Oriente,
médicos indianos aplicaram o termo kala azar, que significa “febre negra”, a
doenca definida posteriormente como leishmaniose visceral (WHO).

Mas, uma das primeiras e mais importantes descri¢cdes clinicas de
leishmaniose cutanea foi feita somente em 1756, por Alexander Russel, em
um paciente turco. Em 1901, Leishman identificou certos organismos, em
esfregacos provenientes do baco de pacientes mortos pela febre conhecida
como “Dum-dum”, inicialmente considerados tripanossomos, mas em 1903
Donovan os descreveu como novos organismos, que posteriormente foram
denominados Leishmania donovani por Ross (Ross 1903), estabelecendo a
conexao entre esses organismos e a doenca kala azar, e descrevendo pela
primeira vez o género Leishmania (WHO).

No Brasil, em 1909, Lindenberg, e Carini juntamente com Paranhos,
independentemente, demonstraram a presenca dos parasitas do género
Leishmania em lesdes de paciente brasileiros. Gaspar Vianna deu-lhe o
nome de Leishmania braziliensis e descobriu a agéo curativa do tartaro
emético em 1912 (Rey 1992).

Hoje, o género Leishmania, classificado na ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, compreende mais de 30 espécies, das quais por
volta de 20 causam doencas a espécie humana, patologias essas

genericamente conhecidas como Leishmanioses. Em vista de essas doencas



apresentarem manifestacdes clinicas e epidemioldgicas téo diversas em cada
area geografica, dividiu-se a doenga em cinco grupos principais (Ashford
2000), causadas por diferentes espécies:

- Leishmaniose cutédnea: manifesta-se inicialmente como uma
persistente picada de mosquito e, gradualmente, as les6es aumentam, forma-
se entdo um granuloma no fundo da lesdo envolvendo a migracdo de
leucdécitos que isolam a area infectada, freqientemente levando a necrose do
tecido. Essa forma da doenca usualmente é causada por Leishmania
(Leishmania) tropica, L. (L.) major, L. (L.) amazonensis, L. (Viannia)
braziliensis entre outras;

- Leishmaniose mucocuténea: comeg¢a com uma lesdo no local da
picada do mosquito e entdo aparecem les6es metastaticas nas mucosas do
nariz, boca e, eventualmente, faringe e laringe. A propagacdo da-se
provavelmente por via hematogénica, e as uUlceras costumam progredir em
extensdo e profundidade, levando a perfuragdo do septo ou palato, e
infiltrac@o inflamatdria das partes moles contiguas (Rey 1992). Essa forma é
geralmente associada a L. (V.) braziliensis;

- Leishmaniose cutanea difusa: forma disseminada cuténea, leva ao
surgimento de diversas lesbes nodulares, espalhadas pelo corpo, e ocorre
em individuos anérgicos ou, tardiamente, em pacientes que haviam sido
tratados de calazar (Rey 1992). Geralmente é causada por L. (L.) mexicana,
L. (L.) amazonensis e L. (L.) pifanoi;

- Leishmaniose visceral ou calazar: geralmente inicia-se por uma lesao
no local da picada, porém aqui os parasitas apresentam tropismo pelo
sistema fagocitico mononuclear alojando-se no bago, figado, medula 6ssea e
tecidos linféides (Rey 1992), assim comprometem o funcionamento desses
orgaos, freqientemente levando ao 6ébito quando néo tratada. Essa forma da
doenca é causada pela L. (L.) chagasi e L. (L.) donovani;

- Leishmaniose pés-calazar: sequela da leishmaniose calazar, pode
aparecer em até dois anos ap0s a cura dessa forma da doenga, e se
manifesta como feridas na pele.

A Organizacdo Mundial da Saude estima uma prevaléncia mundial de

12 milhdes de casos de leishmaniose, com mortalidade anual de 60.000



pessoas, sendo que a populacdo de risco € de aproximadamente 350
milhdes de pessoas em 88 paises do mundo. Além disso, apesar de somente
serem declarados oficialmente 600.000 novos casos por ano, estima-se que
esse numero na realidade alcance 1,5 a 2 milhdes de pessoas (WHO).

A leishmaniose representa mundialmente um grande problema de
saude publica, sendo a segunda infeccdo mais importante causada por
protozoarios, superada somente pela malaria (WHO).

No Brasil, dados do Ministério da Saulde reportam um aumento no
namero de novos casos de leishmaniose nos ultimos anos. Em 1980, o
namero de casos registrados de leishmaniose cutanea foi 3.000, ja em 1995
esse nimero chegou a 35.748 casos (Saude. 2007). Além disso, observa-se
uma expansao geografica da leishmaniose cutanea no Brasil, evidenciada
pelo aumento de municipios com casos registrados da doengca. Em 1994,
foram registrados casos em 1.861 municipios do pais, em 4 anos houve uma
expansdo da doenga para 2.055 municipios (Saude 2000). Essa expanso
provavelmente ocorre gragas a modificacdes soécio-ambientais, como o
desmatamento, que reduz a disponibilidade de animais para servir de fonte
de alimentag&o para o mosquito transmissor, colocando-lhe o cdo e o homem
como alternativas mais acessiveis. Além desse, outro fator que favorece a
expansdo geografica da doenca € o processo migratério, que traz para a
periferia das cidades populagbes humana e canina originarias de areas

rurais, onde a doenga € endémica (Saude 2002).

1.2. O ciclo de vida da Leishmania

Os protozoéarios do género Leishmania sdo parasitas obrigatérios e
caracterizam-se por apresentar apenas duas formas de vida durante seu ciclo
de vida, a forma amastigota e a forma promastigota, associadas a dois tipos
de hospedeiro. No hospedeiro vertebrado encontra-se a forma amastigota
(Fig. 1), parasita intracelular obrigatério de macréfagos. Sua morfologia
celular é arredondada ou ovoide, variando de tamanho entre 2 e 6 um em
extensao e 1,5 e 3 um de largura, com um flagelo muito reduzido. Encontram-

se nos vacuolos digestivos (ou fagolisossomos) dos macréfagos que



fagocitam os parasitas, onde se multiplicam por divisdo binéria, rompendo o
macrofago e liberando novos amastigotas aptos a infectar outros macréfagos.
Ao picar o individuo ou animal parasitado, o hospedeiro invertebrado, um
inseto hematdéfago da familia Psychodidae, suga junto com o sangue ou com
a linfa macréfagos periféricos infectados com amastigotas de Leishmania.
Uma vez no tubo digestivo do mosquito, essas formas séo liberadas e se
diferenciam em promastigotas (Fig. 1), formas delgadas com cerca de 1,5 pm
de largura e 20 um de comprimento, com um flagelo tipico que emerge da
extremidade anterior. Essas formas se multiplicam intensamente por diviséao
binaria e colonizam o tubo digestério do inseto vetor. De acordo com a
posicdo ocupada no inseto do vetor, foram descritos dois subgéneros:
Leishmania (Leishmania), para os parasitas que se aderem ao epitélio do

intestino anterior, e Leishmania (Viannia), para os parasitas que se aderem

Figura 1 — Representagdo esquematica da ultra-estrutura das formas amastigota (A) e
promastigota (B) de uma Leishmania. N: nudcleo. RE: reticulo endoplasmatico. M:
mitocdndria. G: complexo de Golgi. K: kinetoplasto. F: flagelo. Figura modificada de (Rey
1992).



ao epitélio do intestino posterior. Quando atingem um grande numero,
diferenciam-se em formas metaciclicas infectivas, de rapido movimento,
corpo pequeno e flagelo alongado que invadem as por¢gbes anteriores do
estbmago e proventriculo do mosquito. No proximo repasto sangiineo, a
regurgitacdo do material aspirado assegura a inoculagdo das formas
infectantes em um novo hospedeiro vertebrado. No tegumento desse novo
hospedeiro, os parasitas sédo fagocitados pelos macréfagos e se diferenciam
em amastigotas, completando o ciclo de vida do parasitas e sua propagagao
(Rey 1992).

Os insetos vetores das leishmanioses sdo pequenos dipteros, de 2 a 3
mm de comprimento, e pertencem a familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. Somente 30 das 500 espécies conhecidas dessa subfamilia
foram identificadas como vetores da doenca, sendo que dois géneros sao
realmente importantes vetores, Lutzomyia e Phlebotomus (Rey 1992). Sdo as
fémeas dessas espécies que se infectam com os parasitas, sugando sangue
de mamiferos para obter os nutrientes necessarios para o desenvolvimento
dos seus ovos, e assim transmitindo a doenca (WHO 2010).

E importante ressaltar que o homem participa do ciclo de vida da
Leishmania como um hospedeiro acidental, os hospedeiros vertebrados
naturais desse protozoario sdo cdes, gatos e alguns animais silvestres
(roedores, preguicas, tamanduas, marsupiais, raposas, etc), que s&o
considerados reservatorios desses organismos; por isso as leishmanioses
sdo consideradas zoonoses, adquiridas eventualmente quando o homem

penetra no ecossistema onde esses organismos circulam (Rey 1992).

1.3. Diagndstico e tratamento das leishmanioses

Em pacientes procedentes de areas endémicas, ou que estiveram em
contato com zonas leishmanidticas, tipicamente pode ser feito o diagnostico
clinico, mas esse deve ser confirmado com provas laboratoriais. O exame
parasitoloégico pode ser realizado pela observagdo microscopica de biopsias,
esfregacos de pele ou aspirados de tecidos corados. Outra opg¢éao é semear 0

material obtido de lesdes em meios de cultura, o que chega a comprovar 60%
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dos casos examinados. Em alguns casos, identifica-se a espécie mediante
caracterizacao eletroforética de isoenzimas por comparagdo com material de
referéncia (Rey 1992).

Outra possibilidade é o diagndstico imunologico, feito através da
intradermorreagdo de Montenegro, realizada com o antigeno preparado a
partir de culturas. No entanto, a sensibilidade dessa técnica é de apenas 87%
com especificidade de 57% (Faber, Oskam et al. 2003), apresentando
reatividade cruzada com outras parasitoses, como doenca de Chagas (Barrio,
Mora et al. 2007).

Alternativas mais sensiveis, porém mais caras que as tradicionais, sdo
os diagnésticos baseados em técnicas imunoldgicas (imunofluorescéncia e
imunoperoxidase) ou de biologia molecular (hibridagdo de DNA e PCR) (Rey
1992). Estudos mostram que as técnicas com DNA podem ainda permitir a
determinagc@o da espécie de Leishmania presente na lesdo, sem o risco de
reagdo cruzada (Castilho, Shaw et al. 2003).

Com relacdo ao tratamento das leishmanioses, o mais recomendado é
a utilizacdo de antimoniais pentavalentes, devido a rapida eliminagéo renal e
limitada acumulagédo desses compostos nos tecidos. Dentre os antimoniais,
0s mais utilizados sdo o Glucantime e o Pentostan, que interferem na
glicolise e B-oxidagdo de acidos graxos (Balana-Fouce, Reguera et al. 1998),
e devem ser administrados por via intravenosa, levando a necessidade de
internacdo do paciente. Outra opgdo € a utilizacdo de pentaminidinas, com
poder curativo inferior e maior toxicidade com relagdo aos antimoniais, e
ainda podem-se utilizar alguns antibidticos na faléncia dos antimoniais e
pentamidinas, como Anfotericina B e Rifampicina. No entanto, de maneira
geral, a alta toxicidade de todas essas drogas e a resisténcia desenvolvida
por algumas cepas de parasitas a esses produtos, exige a pesquisa sobre
novos agentes terapéuticos (Rey 1992).

Um alvo potencial para o desenvolvimento de novas drogas
antiparasitarias € a via de transporte e biossintese de poliaminas desses
parasitas, que parece ser essencial em Leishmania (Roberts, Tancer et al.

2004). Diferencas entre as vias metabdlicas do parasita e do hospedeiro

11



podem ser consideradas alvos potenciais na interferéncia do processo
proliferativo do parasita (Reguera, Tekwani et al. 2005).

Nesse sentido, foi desenvolvido um inibidor da ornitina descarboxilase
(ODC), enzima que catalisa a conversdao da ornitina para putrescina e
representa o primeiro passo limitante na biossintese de poliaminas,
conhecido como DFMO (D,L-a-difluorometilornitina) (Pegg 1986). Esse
inibidor se mostrou altamente eficaz contra a fase cerebral da doenca do
sono, causada por Trypanosoma gambienense (Van Nieuwenhove,
Schechter et al. 1985), no entanto, se mostrou ineficaz no tratamento de
outras parasitoses, como a doenca de Chagas, leishmanioses e maléria
(Reguera, Tekwani et al. 2005).

1.4. Metabolismo de L-argininaem Leishmania

A L-arginina é um dos aminoacidos mais versateis metabolicamente,
servindo como precursor ndo sé na sintese de proteinas, como também na
sintese de oOxido nitrico (NO), uréia, ornitina, citrulina, creatinina, agmatina,
glutamato, prolina e poliaminas (Wu e Morris 1998).

Esse aminoacido foi primeiramente isolado de sementes de lupulus,
em 1886 (Schulze e Steiger 1886), e em seguida foi identificado como um
componente protéico em animais (Hedin 1895). Em 1897, Schulze e
Winterstein estabeleceram a estrutura da L-arginina por hidrélise alcalina,
gue levou a liberacdo de ornitina e uréia, e sua sintese foi descrita em 1910,
a partir de benzoilornitina, por Sorensen. Em 1904, Kossel e Dakin
identificaram no figado de animais a enzima que hidrolisa arginina em ornitina
e uréia, denominada arginase, mas foi a descoberta do ciclo da uréia, por
Krebs e Henseleit em 1932 (Krebs e Henseleit 1932), que levou a elucidacao
dos papéis proeminentes da arginina em importantes vias metabdlicas e
fisioldgicas (Wu e Morris 1998).

Logo, uma das enzimas envolvidas no catabolismo de L-arginina € a
arginase, uma metaloenzima que utiliza esse aminodcido como substrato
para produzir L-ornitina e uréia, dependente de Mn?* (Reczkowski e Ash

1992; da Silva, da Silva et al. 2008), e pode funcionar como enzima
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regulatéria modulando a disponibilidade de arginina nas células onde é
expressa (Wu e Morris 1998). Um dos produtos dessa via, a L-ornitina, é
precursor na sintese de poliaminas, logo essa enzima também parece pode
participar na regulagdo da sintese de poliaminas (Wu e Morris 1998).
Corroborando, foi observado que a atividade de arginase geralmente é
coinduzida com a de ODC, e que células deficientes em arginase nao
proliferam em meio de cultura sem soro, se nédo for adicionado ornitina ou
poliaminas a esse (Holtta e Pohjanpelto 1982).

Os mamiferos possuem dois genes de arginase que codificam duas
distintas isoenzimas, tipo | e Il, similares quanto as propriedades enzimaticas,
porém diferentes com relagdo a localizagdo subcelular, distribuicdo tecidual,
regulacdo de expressdo e reatividade imunoldgica (Grody, Dizikes et al.
1987; Jenkinson, Grody et al. 1996). A arginase tipo I, citosélica, € altamente
expressa no figado como componente do ciclo da uréia; ja a arginase tipo Il,
mitocondrial, € expressa nos rins, cérebro, intestino delgado, glandulas
mamarias e macrofagos (Wu e Morris 1998). Células endoteliais de aorta de
rato e macréfagos murinos expressam ambos os tipos de arginase, e
provavelmente outros tipos celulares também expressem as duas isoenzimas
(Wu e Morris 1998).

Nos protozoarios de vida aquatica, o excesso de nitrogénio pode ser
eliminado diretamente na forma de amoénia. No entanto, os organismos da
familia Trypanosomatidae apresentam uma interessante organizagdo quanto
a atividade de enzimas do ciclo da uréia, ou ciclo de Krebs-Heiselet (Krebs e
Henseleit 1932). Inclusive, a expressdo especifica de algumas enzimas
desse ciclo pode ser utilizada na identificacdo de organismos da familia
(Camargo, Sbravate et al. 1992; Camargo 1999). A arginase é uma das
enzimas integrante desse ciclo nos animais ureotélicos cuja atividade se
encontra expressa em alguns tripanosomatideos, entre eles Leishmania.
Inicialmente seu papel funcional foi associado somente aos processos
metabdlicos envolvidos na interconversdo arginina-ornitina-citrulina (Camargo
1979).

Por outro lado, em 1987, descobertas importantes mostraram que a

arginina & também o aminoé&cido precursor na sintese de nitrito e nitrato em
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mamiferos (Hibbs, Taintor et al. 1987), e paralelamente que o Oxido nitrico
(NO) é o fator de relaxamento derivado do endotélio (Palmer, Ferrige et al.
1987; Ignarro, Buga et al. 1987), descrito desde 1980 (Furchgott e Zawadzki
1980). Em seguida, o NO foi identificado como o intermediario ativo da via
arginina-nitrito-nitrato em macréfagos (Hibbs, Taintor et al. 1988) (Marletta,
Yoon et al. 1988) e células endoteliais (Palmer, Ashton et al. 1988).
Atualmente, sabe-se que diversos tipos celulares utilizam a arginina na
sintese de NO, que executa papéis importantes em diversos processos,
como vasodilatagdo, resposta imune, neurotransmissdo e adesdo de
plaguetas e leucécitos (Bredt e Snyder 1994; Moncada e Higgs 1995).

Em mamiferos, foram descritas 3 isoenzimas de 6xido nitrico sintase
(NOS), codificadas por diferentes genes: NOS neuronal (nNOS, tipo 1), NOS
induzida (INOS, tipo Il) e NOS endotelial (eNOS, tipo Ill). A maioria dos
animais expressam a NnNOS e a eNOS constitutivamente, em baixos niveis e
em diversos tecidos, e essas isoenzimas séo reguladas pelo complexo
Ca**/calmodulina; ja a iINOS, normalmente ndo é expressa ha maioria das
células, mas é altamente induzida por endotoxinas e citocinas inflamatorias
em macrofagos (Wu e Morris 1998), e o principal efeito do NO produzido por
essa via é antiproliferativo (Boucher, Moali et al. 1999).

Com isso, a arginase pode ser essencial na regulacdo da atividade de
INOS de macrofagos modulando a concentracdo de L-arginina (Fig. 2),
conforme observado em estudos mostrando que a inducdo de arginase Il leva
a diminuicdo da producdo de NO (Wang, Jenkinson et al. 1995),
comprometendo o papel de defesa do macréfago. Corroborando com essa
hipétese, ao utilizar um inibidor de arginase, N®-hydroxyl-L-arginina, se
observou uma diminuigdo na capacidade de L. (L.) major em estabelecer a
infeccdo em macroéfagos (Iniesta, Gomez-Nieto et al. 2001).

Curiosamente, enquanto o NO tem sido indicado como uma das
principais moléculas microbicidas produzida pelos macréfagos contra
parasitas como Leishmania (Boucher, Moali et al. 1999), demonstrou-se a
existéncia de uma via de sintese de NO em alguns tripanossomatideos, como
T. cruzi (Paveto, Pereira et al. 1995) e diversas espécies de Leishmania
(Basu, Kole et al. 1997; Genestra, de Souza et al. 2003). Estudos em L. (L.)

14



Arginase i
; _ [

HO,C™ “NH, M7 NH,
H
N L-ornitina uréia
1 o m, —
HNT Y 2
on . )
| _aroiminna HgN,’“\ A ~ .

L- Citruting OXIG0D Nitrico

Figura 2 — Esquema da metabolizacdo de L-arginina pelas vias enzimaticas de arginase e
iNOS.

donovani indicam que a NOS expressa por esses parasitas seria similar a
isoforma | dos mamiferos (Basu, Kole et al. 1997). O papel do NO produzido
parece ser muito importante biologicamente para o parasita, pois foi descrita
uma relacdo direta entre a quantidade de NO produzido e a quantidade de
formas metaciclicas infectivas em culturas de promastigotas de L. (L.)
amazonensis, sugerindo a associagdo dessa via com a diferenciacdo e
infectividade desses parasitas (Genestra, Souza et al. 2006).

Logo, a disponibilidade de L-arginina deve ser um ponto critico em
diversos organismos, regulando o sistema composto pelas diversas
isoformas de arginase e NOS. Inclusive, durante a infecgcdo de macrofagos
por Leishmania esse sistema teria todas as suas varidveis presentes, a
arginase Il e a INOS do macréfago, e a arginase e a NOS do parasita, assim
a regulacdo desse sistema pela ativacdo ou inibicdo dessas enzimas e
disponibilidade de L-arginina pode ser fundamental para a definicdo do

destino da infeccao.

1.5. A invasdo do macréfago pela Leishmania e a resposta imune

de mamiferos

Conforme colocado no capitulo 1.2. (O ciclo de vida da Leishmania),
no hospedeiro vertebrado esses parasitas de diferenciam em formas

amastigotas que habitam os vacuolos digestivos que se fundem aos
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lisossomos de macréfagos, formando os fagolisossomos (Rey 1992). Os
macrofagos sdo justamente células de defesa dos mamiferos que, junto com
0s mondcitos que o0s originam, entre outras células, constituem o sistema de
fagdcitos profissionais do organismo. Assim, 0s parasitas escapam da
resposta humoral residindo dentro dos fagolisossomos dos macréfagos, e a
resposta imunologica contra Leishmania € do tipo celular (Rey 1992).

Como células do sistema imune, uma das estratégias dos macrofagos
no combate aos invasores € o “burst” oxidativo induzido com a fagocitose
desses organismos. Para isso, a NADPH oxidase é ativada levando a
transferéncia de protons para moléculas de oxigénio, formando diversas
moléculas altamente reativas, como superéxidos, perdxido de hidrogénio e
radicais hidroxila, que interagem entdo com a membrana do patégeno
(Cunningham 2002). Outro mecanismo de defesa dos macrofagos é a
acidificacdo das vesiculas pela ativacdo de proton ATPases, 0 que leva a
desnaturacdo das proteinas, deixando os parasitas suscetiveis a acdo de
hidrolases acidas (Cunningham 2002). A INOS é outra enzima muito
importante de resposta do macréfago, quando ativada, a iINOS produz
citrulina e NO a partir da oxidacdo da L-arginina, sendo que o NO é uma
molécula altamente reativa, efetora no combate a microorganismos invasores
(Qadoumi, Becker et al. 2002).

Logo, para viver nos macréfagos, os parasitas do género Leishmania
sdo capazes de se evadir desses mecanismos de defesa, resistindo ao pH
acido e as enzimas dos lisossomos. Nesse sentido, sabe-se que,
primeiramente, as formas metaciclicas séo resistentes a lise mediada pelo
sistema complemento, principalmente pela presenca de longas moléculas de
lipofosfoglicanos (LPG) em sua superficie (Sacks, Pimenta et al. 1995). Ja
dentro dos macrofagos, gracas as moléculas de LPG, esses parasitas inibem
a fusdo entre o fagossomo e o endossomo, e resistem as enzimas
lisossomais (Descoteaux e Turco 1999). Além desses mecanismos de
escape, sabe-se também que esses parasitas possuem mecanismos para a
diminuicdo da atividade da enzima iNOS, responsavel pela producéo de NO,
gque, como ja colocado, é o principal efetor do efeito antiproliferativo exercido

por macrofagos ativados (Bogdan e Rollinghoff 1999).
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Assim, a regulacdo precisa da producdo de NO € crucial para o
hospedeiro, e a evolugdo da infeccdo depende também do balango das
respostas imune do tipo Thl e Th2 que direcionam o metabolismo de
arginina. A resposta Thl implica em resposta imune celular, levando a
ativacdo dos macréfagos e a opsonizagdo; ja a resposta Th2 direciona a
defesa do organismo para resposta imune humoral, que, conforme
colocamos previamente, ndo tem efeito sobre a infeccdo de macrofagos por
Leishmania (Abbas, Lichtman et al. 2007). O balan¢co dessas respostas
regula o metabolismo de L-arginina durante a infecgdo, como representado
na figura 3, direcionando esse aminoacido para ser utilizado na via
metabdlica da arginase ou da INOS. A citocina IFN-y, produzida durante a
resposta Thl, induz a expresséo de iINOS, enquanto isso, as citocinas IL-4 e
IL-10, produzidas durante a resposta Th2, induzem a expressao de arginase
(Corraliza, Soler et al. 1995). Também, foi verificada a ocorréncia de dois
estados metabodlicos competitivos, onde a indugdo de uma dessas enzimas
leva a inibicdo da outra (Hrabak, Bajor et al. 1996; Munder, Eichmann et al.
1998) (Fig. 3).

Com o estudo da regulagéo das respostas Th1/Th2 na leishmaniose,
demontrou-se que a suscetibilidade a infec¢do por Leishmania é mediada
pela resposta Th2, via expressdo de arginase e sintese de poliaminas, que
favorece a replicag@o dos parasitas no macrofago e diminui a quantidade de
arginina disponivel para sintese de NO (Iniesta, Carcelen et al. 2005). Ja a
resposta Thl ativa a INOS e promove a morte dos parasitas pelos
macrofagos, levando a resolucdo da infeccdo pelo hospedeiro vertebrado

(Alexander e Bryson 2005; Wanasen e Soong 2008).

1.6. Glicossomos

Uma caracteristica das células eucaridticas é a compartimentalizacdo
de funcdes celulares em organelas, que em determinados protozoarios
podem ser desenvolvidas como estruturas altamente especializadas como
resposta a ambientes indspitos dos seus hospedeiros. Nesse contexto, 0s

tripanossomatideos desenvolveram os glicossomos, organelas Unicas que
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Figura 3 — Esquema dos possiveis efeitos regulatérios no metabolismo de L-arginina em
macrofagos. As citocinas das respostas imune Thl e Th2 regulam a inducdo de 6xido nitrico
sintase (NOS) e arginase, respectivamente. Os produtos de cada enzima regulam
reciprocamente a atividade da outra enzima. Os produtos finais de cada via, 6xido nitrico
(NO) e ornitina, inibem a enzima da propria via (NOS e arginase, respectivamente). As rotas
metabolicas estdo representadas por setas continuas e as rotas regulatorias por setas
descontinuas. + e — denotam ativacdo ou inibicdo, respectivamente. Modificado de (Hrabak,
Bajor et al. 1996).

representam uma das principais diferencas entre parasita e hospedeiro, e por
isso sdo muito estudadas como possiveis alvos de quimioterapicos (Smith e
Parsons 1996).

Os glicossomos sdo organelas globulares com 0,2 a 0,3 pm,
envolvidas por uma bicamada fosfolipidica, sem material genético ou
ribossomos (Opperdoes, Baudhuin et al. 1984). Encontra-se entre 10 e 100
glicossomos por célula em todos os organismos da ordem kinetoplastida
(Smith e Parsons 1996).

Dentre as enzimas que compbem essa organela, a
compartimentalizac@o das sete primeiras enzimas da via glicolitica, e de duas
enzimas que metabolizam glicerol nos glicossomos, permite a esses

parasitas aumentar significativamente a taxa de (glicilise e,
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consequentemente, a produgdo de ATP. Com isso, 0S parasitas conseguem
contornar a baixa produgéo de energia da converséo de glicose em piruvato
durante a fase sanguinea do seu ciclo de vida (Smith e Parsons 1996).

Além das funcgfes relacionadas a produgcdo de energia, outras vias
bioguimicas estdo pelo menos parcialmente associadas aos glicossomos
nesses parasitas, como a [B-oxidacdo de acidos graxos, a biossintese de
pirimidinas, entre outras (Smith e Parsons 1996).

As proteinas glicossomais sdo sintetizadas em ribossomos livres no
citoplasma e entdo séo transferidas para os glicossomos (Hart, Baudhuin et
al. 1987), sem a necessidade de nenhuma modificacdo pos-traducéo para a
importagédo (Moyersoen, Choe et al. 2003).

Evolutivamente, estudos moleculares confirmaram que os glicossomos
sdo derivados de uma organela ancestral relacionada aos peroxissomos, € a
importagdo de proteinas com sinal peroxissomal ao glicossomo confirma a
conservacdo do mecanismo de enderecamento de proteinas com um
determinado sinal na terminacdo carboxila (Smith e Parsons 1996). Além
disso, o0 mecanismo de importagdo de proteinas para o glicossomo, assim
como no caso dos peroxissomos, envolve diversas proteinas PEX, fatores
protéicos da biogénese de peroxissomos, que se mostraram essenciais para
os tripanossomatideos (Guerra-Giraldez, Quijada et al. 2002; Moyersoen,
Choe et al. 2003; Krazy e Michels 2006).

Para identificar os sinais de enderegcamento das proteinas
glicossomais, diversos estudos realizaram fusGes de proteinas reporter a
sequéncias de proteinas glicossomais que foram entdo expressas in vivo e
analisadas quanto a localizacéo celular (Smith e Parsons 1996).

Foi verificado que a maioria das enzimas peroxissomais apresentam o
sinal PTS1 na terminacdo carboxila, que consiste em apenas 3 aminoacidos
— SKL — ou uma variante conservativa desses. Algumas enzimas apresentam
o sinal PTS2 na terminagdo amino, sendo que esse consiste em um sinal
bipartido com a sequéncia consenso [RK]-[LVI]-x5-[HQ]-[LA], e ainda ha
algumas proteinas que ndo possuem esses sinais candnicos (Opperdoes e
Szikora 2006).
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A analise computacional do genoma dos tripanossomatideos L. (L.)
major, T. brucei e T. cruzi, rastreando a presenca dos sinais PTS1 e PTS2,
identificou 191 proteinas putativas com o sinal PTS1 e 68 com o sinal PTS2,
ou seja, aproximadamente 75% do total das proteinas enderecadas teriam o
sinal PTS1 (Opperdoes e Szikora 2006).

Um importante mecanismo adaptativo desses parasitas € a regulacao
do conteudo protéico glicossomal expresso durante o ciclo de vida dos
kinetoplastideos. No caso do T. brucei, durante a fase sanguinea esses
parasitas encontram alta disponibilidade de glicose, e estdo altamente
adaptados para obter energia pela via glicolitica, e com isso as funcfes
mitocondriais estdo suprimidas; j& na forma prociclica, dentro do inseto, a via
mitocondrial de fosforilacdo oxidativa se torna a principal via de geragdo de
ATP (Smith e Parsons 1996). Além disso, foi mostrado que a
compartimentalizagdo glicossomal da glicolise protege a forma sanguinea
desses parasitas contra o acumulo de intermediérios téxicos que, dada a
disponibilidade constante de glicose para essa via autocatalitica, poderiam se
acumular levando a morte desses organismos (Haanstra, van Tuijl et al.
2008).

1.7. Manipulacdo genética para o estudo de genes em

tripanossomatideos

Diversas ferramentas moleculares permitiram o progresso do
conhecimento de diferentes aspectos dos tripanossomatideos, e a eficiéncia
dessas novas ferramentas nesses parasitas tem conduzido a evolugéo de
diferentes estudos da biologia desses organismos. Esses métodos permitem
a investigacdo da funcdo génica, com a perda ou ganho de funcdes, e o
estudo da localizacdo das proteinas produzidas, com o uso de diversos
“tags”, como a proteina fluorescente verde (GFP) (Beverley 2003).

Focando nas abordagens utilizadas neste trabalho, uma das
ferramentas disponiveis sdo 0s vetores que permitem a expressdo de
proteinas heterdlogas. Essas moléculas podem ser epissomos circulares

contendo os sinais de regulacdo de expressdo especificos de
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tripanossomatideos (Papageorgiou e Soteriadou 2002; Smirlis, Bisti et al.
2006), ou cromossomos artificiais lineares, que s&o expressos quando
integrados ao genoma desses organismos. Esses vetores podem ser
introduzidos de forma transiente, ou estabilizados com o uso de marcas de
selecdo, positivas (timidina quinase) ou negativas (antibioticos) (Beverley
2003).

Outra alternativa, muito usada em tripanossomatideos, é a substituicdo
génica por recombinagdo homoéloga, que deve ser realizada em dois passos
para a obtencdo de nocautes nulos, dado que esses organismos sao
dipléides. Para isso, em cada etapa, € introduzida no parasita uma molécula
linear de DNA contendo uma marca seletiva flanqueada por regides
complementares as regifes a montante e a jusante do segmento alvo. Com
isso é possivel substituir a fase aberta de leitura (ORF) de genes e avaliar a
funcéo desse gene dado o impacto causado pela sua auséncia (Cruz, Coburn
et al. 1991).

A obtencd@o de nocautes nulos é geralmente simples quando o alvo é
um gene nao essencial, porém a tentativa de nocautear genes essenciais em
Leishmania leva a geracdo de parasitas aneupléides e polipléides (Cruz,
Titus et al. 1993). Essa questdo pode ser contornada com o uso de moléculas
gque suplementem a auséncia desse gene, como produtos posteriores da via
metabdlica afetada (Roberts, Tancer et al. 2004), ou com a expressao
heterdloga ectdpica do gene alvo ou de uma enzima que faca parte de uma
via metabdlica alternativa, contornando a auséncia do alvo (Balana-Fouce,
Garcia-Estrada et al. 2008; Murta, Vickers et al. 2009).

Recentemente, uma nova técnica foi descrita capaz de regular a
funcdo génica em nivel protéico, o que € especialmente interessante
considerando as particularidades dos tripanossomatideos com relagdo a
expressao génica. Banaszynski e colaboradores descreveram um sistema
onde os niveis protéicos sdo controlados pela degradagéo regulada de um
dominio cis ligado & proteina de interesse, sendo que esse dominio consiste
em uma sequéncia modificada da proteina humana FKBP12, que se liga
seletivamente a FK506 (analogo da rapamicina) e Shid1l. Na presenca

7

desses ligantes especificos, o dominio de desestabilizacdo (dd) FKBP é
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estavel, conferindo estabilidade a proteina fundida a ele; no entanto, na
auséncia desses ligantes a estrutura do dd € desestabilizada, enderecando a
proteina fundida para rotas de degradacdo (Banaszynski, Chen et al. 2006).
Esse novo método ja foi aplicado, com sucesso, aos parasitas Plasmodium
falciparum (Armstrong e Goldberg 2007), Toxoplasma gondii (Herm-Gotz,
Agop-Nersesian et al. 2007), L. major e L. braziliensis (Madeira da Silva,
Owens et al. 2009).
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2. Objetivos

Tendo em vista a contribuicdo no esclarecimento do papel da arginase
de L. (L.) amazonensis no mecanismo de subversdo desse parasita durante a
infec¢éo, elucidando a funcdo da arginase de L. (L.) amazonensis no ciclo de

vida do parasita, este trabalho tem por objetivos gerais:

» Localizar por imunofluorescéncia a arginase na forma promastigota de
L. (L.) amazonensis.

» Verificar se ocorre redirecionamento da arginase durante a infeccéo
pelo parasita.

» Verificar a importancia fisioldgica da compartimentalizagédo da arginase

para o parasita.

2.1. Objetivos especificos

» Expressar e purificar arginase recombinante de L. (L.) amazonensis.

» Produzir soros policlonais anti-arginase de L. (L.) amazonensis em
camundongo e coelho.

* Imunolocalizar a arginase de L. (L.) amazonensis na forma
promastigota e na forma amastigota, durante a infeccdo de
macrofagos.

* Superexpressar a arginase com e sem o sinal de enderecamento para
glicossomo em L. (L.) amazonensis.

* Obter parasitas L. (L.) amazonensis com um alelo do gene da arginase
nocauteado.

» Obter um nocaute funcional de arginase em L. (L.) amazonensis, cuja
expressao de arginase, enderegcada ou ndo para o glicossomo, ocorra
exclusivamente na presenca de um ligante especifico.

* Obter parasitas L. (L.) amazonensis com os dois alelos do gene da
arginase nocauteado.

« Avaliar a expressao de arginase e verificar o poder infectivo de todos

0s mutantes obtidos.
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3. Conclusoes

Pelo menos um dos dois atomos de Mn?*, presente em cada
mondmero da arginase, esta fortemente associado a essa, mas 0

fracionamento em SDS-PAGE sempre produz um "doublet" de bandas.

A arginase de L. (L) amazonensis apresenta localizacdo
compartimentalizada no glicossomo tanto na forma promastigota como

amastigota.

Em mutantes de L. (L.) amazonensis superexpressores de arginase,
com o sinal de enderecamento para o glicossomo (SKL), observamos
aumento na quantidade de mRNA transcrito de arginase, aumento na
massa protéica e atividade enzimética relativa a arginase, mas
diminuicdo na concentragcdo celular atingida na fase estacionéaria de
crescimento, e diminuigdo da infectividade, quando comparados aos

parasitas selvagens.

Em mutantes de L. (L.) amazonensis superexpressores de arginase
sem sinal de enderegcamento para glicossomo (SKL), observamos
aumento na quantidade de mRNA transcrito de arginase, manutencéo
ou diminuicdo na massa protéica e atividade enzimatica relativa a
arginase, manutencgdo ou diminuicdo na concentracdo celular atingida
na fase estacionaria de crescimento, e diminuicdo da infectividade,

guando comparados aos parasitas selvagens.

Obtivemos mutantes de L. (L.) amazonensis com um alelo do gene da
arginase nocauteado por recombinacdo homologa. Esses foram
utilizados em uma segunda etapa de transfeccdo com construgoes
para obtencdo de mutantes nulos funcionais, com o dominio de

degradacdo ddFKBP, ou nocaute dos dois alelos. Para isso foi
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necesséario complementar a cultura com putrescina, o que indica que a

arginase desempenha papel essencial no parasita.

Os parasitas heterozigotos, com um alelo da arginase nocauteado,
apresentaram diminuicAo na massa protéica e atividade enzimética

relativa a arginase, quando comparados com os parasitas selvagens.

Os mutantes de L. (L.) amazonensis ARG-/kiddARG, com um alelo do
gene da arginase nocauteado e o segundo alelo substituido por um
cassete contendo o segmento ddFKP-ARG, ndo foram funcionais, ou
seja, a presenca de ligantes para estabilizacdo do dominio ddFKBP
ndo estabilizou a fusdo. Em ensaios de “Western blot” com extrato
protéico desses mutantes, ndo foi possivel detectar marcacao relativa

a arginase.

A construcao obtida contendo a fusdo ddFKBP-ARG nao é funcional,
pois ndo é capaz de regular a expressao de arginase nos mutantes de
L. (L.) amazonensis ARG-/kiddARG, e também n&o foi capaz de
suplementar a auséncia de arginase nativa em L. (L.) major com o

gene de arginase nocauteado.

O sistema ddFKBP é funcional em L. (L.) amazonensis.

Mutantes de L. (L.) amazonensis com os dois alelos do gene da
arginase nocauteado por recombinacdo homéloga mostraram em seu
fenétipo auséncia de arginase detectavel em “Western blot”, e
auséncia de atividade enzimética relativa a arginase, quanto a

producao de uréia.

A arginase de L (L.) amazonensis pode desempenhar um papel
regulador de resposta imune Th1/Th2, modulando a disponibilidade de
arginina e/ ou modulando as atividades da arginase do macréfago e

NOS, tanto do parasita como do macréfago, ao mesmo tempo em que
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promove ou diminue o crescimento do parasita, produzido mais ou

menos poliaminas.
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