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1 Introducao

1.1 Aspectos gerais

Protozoarios do género Leishmania (Ross 1903) pertencem a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Sdo organismos digenéticos, parasitas
obrigatérios, com uma fase da vida no tubo digestério de um diptero flebotomineo e
uma fase da vida em hospedeiro vertebrado. No hospedeiro invertebrado, possuem
uma forma flagelada, livre nadante no tubo digestério, chamada de promastigota.
Quando inoculados no hospedeiro vertebrado, os promastigotas sao fagocitados e
se diferenciam em formas amastigotas, sem flagelo aparente, intracelular
obrigatério. Retornam ao hospedeiro invertebrado em um repasto sanguineo, onde
se diferenciardo em promastigotas novamente, fechando o ciclo (Rey 2002).

O género Leishmania é dividido em 2 subgéneros, de acordo com a
posicdo ocupada no tubo digestério do hospedeiro invertebrado (Lainson e Shaw
1987): Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia), sendo que espécies deste
ultimo sao encontradas exclusivamente nas Américas. Sdo conhecidas 30 espécies
de Leishmania, 10 na Europa, Asia e Africa com registros de infecgdo humana por 7
delas e 20 nas Américas, das quais 6 espécies de Leishmania (Leishmania) e 8
Leishmania (Viannia) infectam humanos (Shaw 1994).

Organismos do género Leishmania sao agentes etioldgicos responsaveis
por um conjunto de quadros clinicos que constituem doengas genericamente
conhecidas como Leishmaniose. Por ano, cerca de 70.000 pessoas no mundo
morrem de leishmaniose, o que a coloca como segunda protozoose que mais

registra 6bitos, sendo superada apenas pela malaria (Alvar e col. 2006). Ocorre
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como doenga endémica em 88 paises em areas tropicais e subtropicais, e estima-se

que haja cerca de 12 milhdes de pessoas infectadas no mundo, cerca de 2 milhdes
de novos casos por ano, com cerca de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas
de risco (Desjeux 1996). Esses numeros podem estar subestimados porque a
parasitose atinge principalmente o 30. Mundo com maior ocorréncia em areas rurais,
onde o acesso da populagdo ao atendimento médico é dificil, o diagndstico usa
técnicas que nao sao capazes de identificar todas as fases e formas da doenca e
nem sempre sao registrados os casos diagnosticados (Desjeux 2004).

A manifestacdo da doenca pode ocorrer sob 4 formas clinicas, embora
essa manifestacao dependa do tipo de parasita encontrado e do estado imunoldgico

do paciente (Rey 2002):

leishmaniose cutanea, com a ocorréncia de lesdes cutaneas localizadas com

ulceracdes ou nao;

- leishmaniose cutanea difusa, com disseminacdo de lesbes nao ulcerativas
pelo corpo do paciente;

- leishmaniose mucocutdnea, caracterizada pela presenca de ulceragdes
deformativas em mucosas do nariz, boca e faringe, e

- leishmaniose visceral, com lesbdes disseminadas pelo figado, bago, linfonodos

e medula 6ssea, com progressao que pode levar a obito.

1.2 Ciclo de vida

No hospedeiro invertebrado, em sua fase promastigota, os parasitas
reproduzem-se por divisdo binaria, com as linhagens sendo consideradas clonais
(Tibayrenc e col. 1990) embora recentemente tenha sido demonstrada a ocorréncia

de troca de material genético entre individuos, sugerindo que a reprodugao sexuada
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pode ocorrer na natureza (Akopyants e col. 2009). No inicio da fase replicativa, os

promastigotas, ocupam o tubo digestério dos insetos, e se apresentam com uma
forma mais alongada, menos infectiva, denominada de promastigota prociclico.
Essas formas ficam aderidas ao epitélio do tubo digestdrio do inseto. Considerando-
se que os parasitas foram adquiridos em um repasto sanguineo, a digestdo e a
multiplicagdo do parasita levam ao esgotamento do suprimento alimentar. Esse
parece ser um dos sinais que levam os parasitas a se diferenciar, parando a divisao
celular, soltando-se do epitélio e migrando para as por¢des anteriores do tubo
digestorio, numa forma mais oval e infectiva denominada promastigota metaciclico,
(Sacks e Perkins 1984).

Com um novo repasto sanguineo do inseto, as formas metaciclicas sao
inoculadas no hospedeiro vertebrado. O inicio da infecgdo do parasita no hospedeiro
vertebrado é uma fase critica, pois o parasita deve sobreviver aos mecanismos de
defesa recrutados pelo sistema imunoldgico logo apds a picada do inseto. A picada
do inseto leva a uma pequena hemorragia local. Dessa forma, ha interagdo no local
dos componentes do sangue do vertebrado, da saliva do inseto e da Leishmania
(Titus e Ribeiro 1988; Charlab e col. 1999; Menezes e col. 2008).

No hospedeiro vertebrado, a forma metaciclica € fagocitada por fagocitos
profissionais e se diferencia em amastigota, forma intracelular obrigatéria nos
hospedeiros vertebrados. O inicio da infecgdo no mamifero é uma fase critica para o
parasita, ja que o mesmo deve ser fagocitado mas deve, de alguma forma, contornar
os mecanismos de defesa do hospedeiro para garantir sua sobrevivéncia,
escapando da ativagao do sistema inato de defesa do organismo. A apresentacéo de
moléculas de superficie que simulem uma célula em apoptose pode ser um dos
mecanismos, ja que poderia sinalizar aos macréfagos um alvo a fagocitose sem

desencadear resposta inflamatdria. Nesse contexto, a fosfatidilserina ocupa lugar de
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destaque, uma vez que faz parte do repertério de sinalizagbes de células em

apoptose e também é exposta na face externa dos parasitas amastigotas (Balanco e
col. 2001). Em promastigotas, ha a exposigao de fosfatidilserina por metaciclicos, no
entanto evidéncias mostram que esses parasitas estdo, de fato, entrando em
apoptose, embora sejam importantes na cooperagdo com metaciclicos viaveis
durante a infecgao (van Zandbergen e col. 2006; Wanderley e col. 2009).

Outro mecanismo que entrou em evidéncia € a entrada nos macréfagos
via neutrdfilos, teoria conhecida como “cavalo de troia”. Estudos in vivo demonstram
que os neutrofilos sdo as primeiras células a chegar ao local da infecgao, e
fagocitam as Leishmania que sobrevivem. Eles entram, entdo, em apoptose e séo
fagocitados por macrofagos. A entrada nos macréfagos via neutrofilos em apoptose
evita a ativagdo de macrofagos. Os parasitas passam para os macrofagos e la
podem se adaptar as novas condigdes fisioldgicas antes do macréfago desencadear

resposta oxidativa (van Zandbergen e col. 2004; Peters e col. 2008).

1.3 Mecanismos de regulagao génica em Leishmania

Leishmania, assim como o0s demais tripanosomatideos, apresenta
mecanismos de transcricdo peculiar entre os eucariotos, sem a presenca em cada
gene de um sitio definido de ligacdo da RNA polimerase Il (RNA polll) (Myler e col.
1999; Monnerat e col. 2004). Assim, seu genoma € organizado em grandes
estruturas continuas de transcricdo em tandem, no mesmo sentido, de forma que a
transcricdo se inicia em um ponto e prossegue continuamente ao longo do
cromossomo (Landfear e col. 1983).

A transcrigdo ocorre com a formagédo de grandes RNAs policistrénicos

sem informacdo individualizada (Tschudi e Ullu 1988), de forma que a
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individualizagdo das diferentes informagdes ocorre depois da transcrigdo. A

identificacdo de ocorréncia desse fendmeno ocorreu quando, ao estudar a
sequéncia de mRNA de glicoproteinas de superficie de Trypanosoma brucei,
encontrou-se uma sequéncia inicial consensual de 39 nucleotideos em sua regiao 5'
ausente nas sequéncias gendmicas dos genes estudados (Boothroyd e Cross 1982).
Essa sequéncia foi, sucessivamente, sendo identificada em outros mRNA do
tripanosomatideo e de outros membros da familia (De Lange e col. 1984A; De Lange
e col. 1984b; Kooter e col. 1984). Essa sequéncia nao ficava nos RNAs onde era
encontrada, sendo a adigao por “frans-splicing” a explicagao para sua ocorréncia.
Essa sequéncia foi chamada de mini-exon ou “spliced leader” (SL), e seu
mecanismo de adigdo via “trans-splicing” ao RNA é bastante semelhante ao “cis-
splicing” (Mayer e Floeter-Winter 2005).

Enquanto os eucariotos podem se utilizar de mecanismos de regulagao
de expressao por controle de transcricdo, com a ligacao de fatores que potenciam
ou diminuem a taxa de transcrigdo, a auséncia das sequéncias promotoras de RNA
polll em Leishmania leva esses organismos a apresentar a regulacédo de sua
expressao génica em outros niveis, como a alteragdo no nivel de maturacdo do
MRNA (poliadenilagao e “trans-splicing”) ou na estabilidade de seu mRNA (Flinn e
Smith 1992). Sequéncias presentes nas regides nao transcritas a 5' e 3' (5'UTR e
3'UTR) da fase aberta de leitura (ORF) sdo capazes de controlar a sinalizagdo para
a degradagdo do mRNA, de forma que a quantidade de mRNA presente em um
determinado momento (“steady-state”) pode ser alterada de acordo com essas
sequéncias (Clayton e Shapira 2007). Muito pouco se sabe ainda sobre a regulagao
da traducgao nos tripanosomatideos, com o conhecimento se limitando a identificagao
de alguns complexos que se ligam nas regides 5'UTR em interacdo com regides

3'UTR, mas os mecanismos de agao ainda nao estdo claros (Clayton e Shapira



2007; Haile e Papadopoulou 2007).

1.4 Metabolismo de arginina na infecgao

Apos a fagocitose pelo macréfago, o vacuolo fagocitico ou fagossomo
funde-se com lisossomos formando o compartimento celular denominado
fagolisossomo. Essa é uma fase bastante critica para a sobrevida do parasita, tanto
pela limitagdo de acesso a nutrientes quanto pela presenca de compostos
sabidamente microbicidas. O destino dos parasitas no hospedeiro vertebrado é
determinado pelo estado de ativagdo dos macréfagos (Martinez e col. 2009). Um dos
principais meios de defesa dos macréfagos € a exploséo respiratoria, caracterizada
producdo de compostos reativos de oxigénio, especialmente o 6xido nitrico (NO)
(Murray 1982; Murray e Cartelli 1983; Murray e col. 1989; Liew e col. 1990; Assreuy
e col. 1994; Liew e col. 1999; Murray e Nathan 1999).

A producdo do NO ocorre nos macrofagos pela atividade da sintase
induzivel do oxido nitrico (INOS). Essa enzima utiliza o aminoacido L-arginina como
substrato, gerando citrulina e 6xido nitrico (Hibbs e col. 1987; Iyengar e col. 1987;
Marletta e col. 1988). Esse processo ocorre quando ha resposta imunolégica do tipo
Th1, caracterizada por produgdo de interferon gama (IFN-y). No entanto,
dependendo das condi¢bes do hospedeiro, pode ser desencadeada uma resposta
do tipo Th2, caracterizada por producdo de interleucinas 4, 10 e 13 (IL-4, IL-10 e IL-
13). Nesse tipo de resposta, ocorre a ativagdo da arginase, enzima que também
utiliza a L-arginina como substrato, produzindo L-ornitina e ureia (Weil e Russell
1934; Baldwin 1935; Niedbala e col. 1999). Enquanto uma resposta Th1 tende a
eliminar o parasita, resposta do tipo Th2 leva a sua proliferacdo, por bloquear a

producado de NO e por prover compostos necessarios para o desenvolvimento do



parasita (Sacks e Anderson 2004).

Os parasitas apresentam tanto a arginase (Camargo e col. 1992;
Camargo 1999; da Silva e col. 2002) quanto uma forma de NOS, mais semelhante a
NOS constitutiva (cNOS), como a encontrada em células endoteliais e nervosas
principalmente (Genestra e col. 2006). A arginase de L. (L.) amazonensis possui
localizagdo glicossomal (da Silva e col. 2008). Sabe-se que ocorre regulagao
cruzada entre as duas enzimas (Figura 1). A arginase, consumindo arginina, reduz

consideravelmente a atividade da iNOS, enquanto que um produto intermediario da

iINOS, o N“-hidroxil-L-arginina (NOHA), inativa a arginase (Boucher e col. 1999).
Assim, a atividade da arginase da Leishmania pode diminuir a atividade da iNOS nos
macrofagos, evidenciado por estudo que demonstra que a presenga de NOHA na
infeccdo de L. (L.) major diminui consideravelmente a capacidade do parasita
estabelecer a infecgdo (Iniesta e col. 2001). Ja o papel da cNOS em Leishmania
deve estar relacionado ao inicio da infecgdo, uma vez que formas promastigotas
metaciclicas apresentam maior concentragdo de NO do que formas promastigotas

prociclicas, que sdo menos infectivas (Genestra e col. 2003).
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Figura1. Esquema geral do metabolismo de L-arginina em mamiferos. Representagao
das principais vias de uso e produgdo de arginina, citrulina e ornitina, adaptado
de Das e col. (2010). Inibicdo identificada pelo simbolo L; DFMO: difluorometil-
ornitina; iINOS: sintase induzivel de 6xido nitrico; NO: 6xido nitrico; NOHA: N“-
hidroxil-L-arginina; OAT: ornitina aminotransferase; ODC: ornitina decarboxilase;
Spd syn: espermidina sintase; Spm syn: espermina sintase.
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O nocaute do gene da arginase em L. (L.) amazonensis foi realizado em

nosso laboratério, e os parasitas nocauteados nao apresentam atividade de
arginase, além de terem sua infecgao atrasada quando comparada com os parasitas
selvagens (da Silva e col., em preparacgao), resultado compativel com o nocaute
duplo do gene da arginase em L. (L.) mexicana que demonstrou menor infectividade
tanto in vivo quanto in vitro (Gaur e col. 2007). Esse efeito foi relacionado a uma
maior produgao de IFN-y e de NO nos camundongos infectados com o parasita
nocauteado, corroborando com a hipotese de que a arginase do parasita, de alguma
forma, reduziria a explosao respiratéria da célula hospedeira. O efeito era anulado
quando o parasita nocauteado era suplementado pela transfeccdo do gene de
arginase na forma de epissomo ou quando o camundongo infectado era nocauteado
para iNOS. No entanto, recentemente foi demonstrado que L. (L.) major nocauteada
para arginase tem menor infectividade independente da presenca de iNOS na célula
hospedeira, sugerindo a importancia da enzima também na produgao de poliaminas,
sabidamente essenciais ao parasita (Muleme e col. 2009).

Outro estudo avalia a interagdo entre o inseto e o hospedeiro vertebrado
na infecgdo com Leishmania. Os autores avaliam o papel de proteofosfoglicanas
presentes na saliva do inseto para o estabelecimento da infecgdo, e encontram
correlagao entre a infectividade e a regulagdo do metabolismo de L-arginina (Rogers
e col. 2009). Essa substancia, presente no gel secretado pelo inseto durante a
picada, ajuda no recrutamento de macrofagos no local da picada. Além disso,
aumenta consideravelmente a expressdo de arginase na célula hospedeira, sem
alterar a expressao de iINOS. Caso seja bloqueado esse aumento de expressao da
arginase, ocorre a diminuicao na infectividade do parasita, novamente ressaltando a
importancia do direcionamento da L-arginina para a sobrevivéncia ou nao do

parasita.



1.5 Transporte de L-arginina

Para que ocorra um aumento na atividade tanto da arginase quanto da
iINOS, deve haver necessariamente um aumento no influxo de L-arginina na célula
hospedeira (Yeramian e col. 2006). O transporte de L-arginina ocorre por meio de
transportadores de aminoacidos catidnicos da familia CAT (cationic amino acid
transporter), que se comportam como o sistema y+ classico de transporte de
aminoacidos, e de maneira independente de sddio (Hatzoglou e col. 2004). Sao
conhecidos 6 membros da familia CAT, CAT1, CAT2A, CAT2B, CAT3, CAT4 e
CAT14. A funcdo de CAT4 e CAT14 ainda nao foi bem definida, e os demais
transportam L-arginina, L-lisina e L-ornitina, sendo CAT2A e CAT2B os dois
transportadores catidnicos relevantes para os macrofagos, produzidos por “splicing”
alternativo do mesmo gene (Closs e col. 2006).

O influxo de arginina como resposta induzida nos macréfagos é realizado
pelo transportador CAT2B. A expressao de CAT2B, e consequentemente do influxo
de L-arginina, aumenta na presenca de estimulos com TNF-a, e essa resposta
ocorre em dependéncia da atividade de NF-kB (Visigalli e col. 2004). Se esse
transportador for bloqueado, ndo ocorre o aumento de atividade de iNOS ou de
arginase, sugerindo que a quantidade do aminoacido contida normalmente na célula
nao € o suficiente para a atividade dessas enzimas (Yeramian e col. 2006). Esses
dados reforgam a hipotese de que possa haver o controle da explosao respiratoria
através de uma competicao pelo substrato da iNOS.

De maneira interessante, o estimulo de macrofagos infectados por IFN-y
juntamente com LPS provoca uma diminuicdo na infecgao, relacionado com maior
producao de NO pelas células hospedeiras, mas estimulo somente com IFN-y causa

um aumento na quantidade de parasitas (Qi e col. 2004). Quando a resposta de
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transporte de arginina ao estimulo € avaliada, vemos que o estimulo somente com

IFN-y ndo é capaz de promover o aumento do influxo de arginina (Visigalli e col.
2004). O aumento na carga parasitaria deve ocorrer porque, para que a explosao
respiratéria ocorra, deve haver o aumento da transcrigio do gene da iNOS,
estimulado por IFN-y com LPS ou IFN-y com TNF-a e, necessariamente, o aumento
da expressdao do gene para o CAT2B, mediado por NF-kB (Visigalli e col. 2004;
Yeramian e col. 2006). Embora haja relato de NF-kB ativar simultaneamente a
expressao de iINOS e de CAT2B (Hammermann e col. 2000), aparentemente a
ativacado da transcricdo de CAT2B por Leishmania ocorre por meio de ativacédo de
receptores “toll-like” associado a ativagao do complexo p50/p50 NF-kB, diminuindo a
quantidade de p65 e causando, simultaneamente, um aumento na expressao do
transportador de arginina e repressao da expressao de iNOS (Tuon e col. 2008;
Calegari-Silva e col. 2009). Como a ativagdo somente com IFN-y leva a um aumento
do influxo de arginina no macrofago sem a ativagéo da iNOS, e um paralelo aumento
na quantidade de Leishmania nos macréfagos (Wanasen e col. 2007), especulamos
que o parasita leve ao influxo de arginina pela célula hospedeira e esse influxo seja
desviado para o parasita, disponibilizado para sua sobrevivéncia e replicagao.

Para que isso ocorra, deve haver um meio de transportar o aminoacido do
citoplasma do macréfago para o citoplasma do parasita (Figura 2). Leishmania é
auxotréfica para varios aminoacidos, e precisa, de alguma forma, retira-los dos
fagolisossomos (McConville e col. 2007; Naderer e McConville 2008). Nesse ponto,
destacam-se duas barreiras fisicas: a membrana externa do fagolisossomo,
originalmente do macréfago, e a da prépria Leishmania. Sabe-se que o parasita tem
a capacidade de retirar L-arginina do meio (Kandpal e col. 1995), e um transportador
de L-arginina ja foi caracterizado em L. (L.) donovani (Shaked-Mishan e col. 2006).

Esse transportador, denominado AAP3, apresenta 480 aminoacidos, com 11
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dominios transmembrana preditos. Tem alta afinidade por L-arginina e sua atividade

nao é influenciada pela presenga de outros aminoacidos. Esse transportador

apresenta uma identidade de 44% e similaridade de 67% com o transportador de

aminoacidos descrito para L. (L.) amazonensis (Geraldo e col. 2005), um

préton/aminoacido simporter que se utiliza de gradiente eletroquimico de

concentracdo de protons para transportar os aminoacidos. Em L. (L.) donovani,

foram descritos mecanismos de aumento de transporte do aminoacido por meio de

aumento da expressao do transportador, embora ainda nao esteja claro em que nivel

esse controle ocorra (Darlyuk e col. 2009). O transporte de arginina pelos parasitas

novamente aparece em destaque, apresentando-se como um fator limitante para a

sobrevivéncia dos parasitas (Kropf e col. 2005; Naderer e McConville 2008).

Figura 2.
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Representagcdo do metabolismo de L-arginina na interacdo entre
Leishmania e macréfago. A ativacao do tipo classica por citocinas Th1 nos
macrofagos (IFNy+LPS ou IFNy+TNF-a) leva a ativacdo de iINOS e aumento da
expressao de CAT2B, levando a morte do parasita. Ja o estimulo com IL-4, IL-13
e TGF-B, em decorréncia de resposta tipo Th2, leva também a um aumento da
expressao do CAT2B, mas em conjunto com a de arginase, causando um
aumento na producao de poliaminas e consequente reprodugdo dos parasitas.
Uma possivel via de desvio de L-arginina para evitar seu uso como substrato
pela iINOS seria através de seu uso pelos parasitas dentro do fagolisossomo.
Embora haja descrigdo de transportador de arginina na membrana dos parasitas
(LAAAP3), a presenca de transportadores na membrana do fagolisossomo (PV)
€ necessaria e ainda nao foi identificada (interrogacbes na membrana de PV).
Lsh: Leishmania; iINOS: sintase induzivel de 6xido nitrico; NO: 6xido nitrico; M®:
macrofago (Wanasen e Soong 2008; licenga para reprodugéo/tradugao Springer
Science+Business Media: 2611130570145).
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2 Objetivos

Tendo em vista o exposto acima, este trabalho tem por:

2.1 Objetivo geral

* Caracterizar o transporte de L-arginina em L. (L.) amazonensis e sua

importancia na infeccdo em macrofagos

2.2 Objetivos especificos

* |solar fagolisossomos de macréfagos contendo L. (L.) amazonensis;

* Avaliar a pureza do isolamento de fagolisossomos;

» Verificar a integridade da organela isolada;

» Caracterizar o gene do transportador de arginina em L. (L.) amazonensis;

« Construir mutantes de L. (L.) amazonensis nocaute para o transportador de
arginina;

* Avaliar a expressao do gene do transportador de arginina;

* Avaliar a resposta fisiolégica no transporte de arginina ao longo do
desenvolvimento do parasita;

* Verificar a influéncia da concentracdo do aminoacido na expressdo do
transportador;

« Verificar a influéncia da interrup¢cdo de via de degradacédo de arginina no

transporte do aminoacido.
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6 Conclusoes

* Macréfagos J774, apesar de apresentarem menor taxa de infecgdo, podem
ser utilizados para experimentos que exijam a utilizagdo de grande numero de
células;

* Na infecgdo de macrofagos J774 com L. (L.) amazonensis, uma relagao de 4
parasitas por hospedeiro € ideal para a obtencdo de fagolisossomos
menores;

* A infeccado por 4 horas, seguida de 10 lavagens, e o prosseguimento da
incubagao por mais 14 horas leva a diminuigdo contaminacéo da preparacgao
de fagolisossomos por promastigotas livres apos a lise dos macrofagos;

* O Isolamento de organelas pelo gradiente de sacarose ndo se mostrou uma
boa técnica, com pureza abaixo do necessario para avaliagdes bioquimicas e
fisiologicas;

* Citometria com fluxo pode ser usada com sucesso para a obtencdo de
organelas purificadas;

* A utilizagdo de marcacao fluorescente na membrana dos fagolisossomos
permite a observagao nas mesmas em microscopia fluorescente e confocal,
embora nao seja o suficiente para detecgdo em citbmetro de fluxo;

» L. (L.) amazonensis apresenta 2 copias do gene que codifica o transportador
de arginina, com ORFs apresentando identidade de 98%;

» Essas copias do gene do transportador estdo em tandem, separadas por uma
regiao intergénica de 3200 pares de base.

* As duas copias apresentam regides 5'UTR e 3'UTR diferentes, que permitem

a avaliagao diferencial da expressao dos do gene por PCR quantitativo;
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As diferentes copias apresentam um nivel de expressdo em até duas ordens
de grandeza de diferenga na fase promastigota;

O nivel de expressao das copias se altera ao longo do desenvolvimento dos
parasitas em cultura;

O nivel de mRNA da cépia mais abundante se relaciona diretamente com a
quantidade de arginina tomada pelos parasitas;

A privagao de arginina leva a um aumento na quantidade de mRNA da cépia
mais abundante do transportador, enquanto a outra nao se altera;

A meia vida da coépia mais abundante ndo pode ser determinada até 180
minutos de parada de transcricao/’trans-splicing”;

Parasitas em fase estacionaria respondem menos a privagao de arginina,
quando comparados com parasitas em fase logaritmica;

Parasitas nocautes nulos de arginase apresentam nivel basal de transporte
de arginina inferior aos parasitas selvagens;

Parasitas nocautes nulo de arginase continuam respondendo a privagao de
arginina mesmo em fase estacionaria;

A suplementacao genética da ORF que codifica arginase nos mutantes nulos
de arginase leva a uma recuperagao parcial na resposta a privacdo de
arginina, semelhante ao que se observa no parasita selvagem;

L-arginina apresenta um papel fisiolégico fundamental tanto no crescimento

do parasita como na regulagédo da expressao de seu préprio transportador.
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7 Resumo

Protozoarios do género Leishmania sao parasitas digenéticos, com uma fase no
tubo digestorio de um hospedeiro invertebrado (promastigota), e uma fase parasita
intracelular de macréfagos (amastigotas). Estudar a demanda de L-arginina no
parasita é interessante, uma vez que o0 aminoacido € indispensavel para a sobrevida
do parasita e, a0 mesmo tempo, serve de substrato para a producéo de 6xido nitrico,
principal composto microbicida dos macréfagos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar o transporte de arginina em Leishmania (Leishmania) amazonensis do
ponto de vista fisiolégico e caracterizar o gene que codifica o transportador do
aminoacido, bem como a regulacdo da sua expressao em resposta a diferentes
condicbes biologicas. Para medir o influxo de L-arginina em fagolisossomos,
utilizamos macrofagos J774 infectados com L. (L.) amazonensis e desenvolvemos
uma metodologia com citometria de fluxo com “sorting” para a purificagdo da
organela. Validamos microscopicamente a presencga do parasita na organela por sua
fluorescéncia, e avaliamos a integridade da membrana externa dessa com marcador
de pH acido. Paralelamente, o gene que codifica o transportador de arginina do
parasita foi caracterizado. Foram encontradas duas coépias em tandem que
produzem dois transcritos (5.1AAP3 e 4.7AAP3), cujas regides 5'UTR e 3'UTR séao
diferentes. Por meio de PCR quantitativo em tempo real, avaliamos a expressao
desses transcritos e verificamos que 5.1AAP3 é mais expressa ao longo do
desenvolvimento do parasita, com um maximo em fase estacionaria. A determinacao
da meia-vida dos mRNA das duas coépias indicou uma duragéo de 32,6+5,0min para
o mMRNA de 4.7AAP3, enquanto que o de 5.1AAP3 nao apresentou decaimento até
180min do estudo, evidenciando que a estabilidade maior pode ser a razao de sua

maior abundancia. A submissao de parasitas a privagao de arginina levou a aumento
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na tomada do aminoacido concomitante ao aumento do transcrito 5.1AAP3.

Mutantes nulos de arginase submetidos a privagao de arginina respondem com uma
taxa de incorporagao mais baixa em relagdo aos parasitas selvagens, e mantém a
resposta a privagdo mesmo com os parasitas em fase estacionaria, diferente do
observado nos parasitas selvagens. Esse conjunto de resultados nos levou a sugerir
que a expressao do transportador pode ser regulada pela estabilidade do mRNA, e
que o “pool” de arginina interno ao parasita pode controlar, num mecanismo de

retroalimentagéo negativo, a expressao de seu transportador.
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8 Abstract

Protozoan of genus Leishmania are digenetic parasites that present a stage in the
life in insect gut (promastigotes) and an intracellular phase (amastigotes) inside
vertebrate host macrophages. The study of L-arginine influx consists in an interesting
matter, since the amino acid is used on NO production pathway (the main
macrophage microbial pathway) but are also important for parasites survival. The aim
of this work was to perform a genetic and physiological characterization of the
arginine transport in Leishmania (Leishmania) amazonensis. To verify how does the
arginine uptake occurs in the phagolisosomes, we used J774 macrophages infected
with L. (L.) amazonensis to establish a flow cytometry sorting protocol to purify the
organelle. Microscopic validation of organelle integrity was achieved by acidic pH
marker treatment and detection of fluorescent parasites. The arginine transporter
coding gene was characterized. We found two copies in tandem that produces two
transcripts, named 5.1AAP3 and 4.7AAP3, with distinct 5UTR and 3'UTR. By
quantitative real time PCR we found that 5.1AAP3 mRNA expression varies along
parasite development. This copy was, also, more abundant than 4.7AAP3 mRNA.
This last mMRNA showed a half-life of 32.6+5.0 min, while the 5.1AAP3 mRNA did not
decay until 180 min. As response to arginine starvation, wild type parasites increase
the uptake of arginine, as well as the abundance of 5.1AAP3 mRNA. Arginase null
parasites starvation responses showed lower arginine uptake rates compared to wild
type responses. Unlike wild type, the null mutants also respond to starvation in
stationary phase. This data set allow us to propose that arginine internal pool can

downregulate its transporter expression in a feed-back mechanism.
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