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 1 Introdução

 1.1 Aspectos gerais

Protozoários  do  gênero  Leishmania  (Ross  1903) pertencem  à  ordem 

Kinetoplastida,  família  Trypanosomatidae.  São  organismos  digenéticos,  parasitas 

obrigatórios, com uma fase da vida no tubo digestório de um díptero flebotomíneo e 

uma fase da vida em hospedeiro vertebrado. No hospedeiro invertebrado, possuem 

uma forma flagelada, livre nadante no tubo digestório, chamada de promastigota. 

Quando inoculados no hospedeiro vertebrado, os promastigotas são fagocitados e 

se  diferenciam  em  formas  amastigotas,  sem  flagelo  aparente,  intracelular 

obrigatório. Retornam ao hospedeiro invertebrado em um repasto sanguíneo, onde 

se diferenciarão em promastigotas novamente, fechando o ciclo (Rey 2002).

O  gênero  Leishmania é  dividido  em  2  subgêneros,  de  acordo  com a 

posição ocupada no tubo digestório do hospedeiro invertebrado  (Lainson e Shaw 

1987):  Leishmania (Leishmania) e Leishmania (Viannia), sendo que espécies deste 

último são encontradas exclusivamente nas Américas. São conhecidas 30 espécies 

de Leishmania, 10 na Europa, Ásia e África com registros de infecção 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 gênero Leishmania são agentes etiológicos responsáveis 

por  um  conjunto  de  quadros  clínicos  que  constituem  doenças  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  óbitos,  sendo superada apenas pela malária  (Alvar  e  col.  2006).  Ocorre 
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como doença endêmica em 88 países em áreas tropicais e subtropicais, e estima-se 

que haja cerca de 12 milhões de pessoas infectadas no mundo, cerca de 2 milhões 

de novos casos por ano, com cerca de 350 milhões de pessoas vivendo em áreas 

de  risco  (Desjeux  1996).  Esses  números  podem  estar  subestimados  porque  a 

parasitose atinge principalmente o 3o. Mundo com maior ocorrência em áreas rurais, 

onde o acesso da população ao atendimento médico é difícil,  o diagnóstico usa 

técnicas que não são capazes de identificar todas as fases e formas da doença e 

nem sempre são registrados os casos diagnosticados (Desjeux 2004).

A manifestação da doença pode ocorrer sob 4 formas clínicas, embora 

essa manifestação dependa do tipo de parasita encontrado e do estado imunológico 

do paciente (Rey 2002):

− leishmaniose cutânea, com a ocorrência de lesões cutâneas localizadas com 

ulcerações ou não;

− leishmaniose cutânea difusa,  com disseminação de lesões não ulcerativas 

pelo corpo do paciente; 

− leishmaniose  mucocutânea,  caracterizada  pela  presença  de  ulcerações 

deformativas em mucosas do nariz, boca e faringe, e

− leishmaniose visceral, com lesões disseminadas pelo fígado, baço, linfonodos 

e medula óssea, com progressão que pode levar a óbito.

 1.2 Ciclo de vida

No  hospedeiro  invertebrado,  em  sua  fase  promastigota,  os  parasitas 

reproduzem-se por divisão binária, com as linhagens sendo consideradas clonais 

(Tibayrenc e col. 1990) embora recentemente tenha sido demonstrada a ocorrência 

de troca de material genético entre indivíduos, sugerindo que a reprodução sexuada 



3

pode ocorrer na natureza (Akopyants e col. 2009). No início da fase replicativa, os 

promastigotas, ocupam o tubo digestório dos insetos, e se apresentam com uma 

forma  mais  alongada,  menos  infectiva,  denominada  de  promastigota  procíclico. 

Essas formas ficam aderidas ao epitélio do tubo digestório do inseto. Considerando-

se que os parasitas foram adquiridos em um repasto sanguíneo, a digestão e a 

multiplicação  do  parasita  levam  ao  esgotamento  do  suprimento  alimentar.  Esse 

parece ser um dos sinais que levam os parasitas a se diferenciar, parando a divisão 

celular,  soltando-se  do  epitélio  e  migrando  para  as  porções  anteriores  do  tubo 

digestório, numa forma mais oval e infectiva denominada promastigota metacíclico, 

(Sacks e Perkins 1984). 

Com um novo repasto sanguíneo do inseto, as formas metacíclicas são 

inoculadas no hospedeiro vertebrado. O início da infecção do parasita no hospedeiro 

vertebrado é uma fase crítica, pois o parasita deve sobreviver aos mecanismos de 

defesa recrutados pelo sistema imunológico logo após a picada do inseto. A picada 

do inseto leva a uma pequena hemorragia local. Dessa forma, há interação 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 metacíclica é fagocitada por fagócitos 

profissionais  e  se  diferencia  em amastigota,  forma  intracelular  obrigatória  nos 

hospedeiros vertebrados. O início da infecção no mamífero é uma fase crítica para o 

parasita, já que o mesmo deve ser fagocitado mas deve, de alguma forma, contornar 

os  mecanismos  de  defesa  do  hospedeiro  para  garantir  sua  sobrevivência, 

escapando da ativação do sistema inato de defesa do organismo. A apresentação de 

moléculas de superfície que simulem uma célula em apoptose pode ser um dos 

mecanismos,  já  que poderia sinalizar  aos macrófagos um alvo à fagocitose sem 

desencadear resposta inflamatória. Nesse contexto, a fosfatidilserina ocupa lugar de 
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destaque,  uma  vez  que  faz  parte  do  repertório  de  sinalizações  de  células  em 

apoptose e também é exposta na face externa dos parasitas amastigotas (Balanco e 

col. 2001). Em promastigotas, há a exposição de fosfatidilserina por metacíclicos, no 

entanto  evidências  mostram  que  esses  parasitas  estão,  de  fato,  entrando  em 

apoptose,  embora  sejam  importantes  na  cooperação  com  metacíclicos  viáveis 

durante a infecção (van Zandbergen e col. 2006; Wanderley e col. 2009). 

Outro mecanismo que entrou em evidência é a entrada nos macrófagos 

via neutrófilos, teoria conhecida como “cavalo de troia”. Estudos in vivo demonstram 

que  os  neutrófilos  são  as  primeiras  células  a  chegar  ao  local  da  infecção,  e 

fagocitam as  Leishmania que sobrevivem. Eles entram, então, em apoptose e são 

fagocitados por macrófagos. A entrada nos macrófagos via neutrófilos em apoptose 

evita  a  ativação  de  macrófagos.  Os  parasitas  passam para  os  macrófagos  e  lá 

podem se adaptar às novas condições fisiológicas antes do macrófago desencadear 

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

 1.3 Mecanismos de regulação gênica em Leishmania

Leishmania,  assim  como  os  demais  tripanosomatídeos,  apresenta 

mecanismos de transcrição peculiar entre os eucariotos, sem a presença em cada 

gene de um sítio definido de ligação da RNA polimerase II (RNA polII) (Myler e col. 

1999;  Monnerat  e  col.  2004).  Assim,  seu  genoma  é  organizado  em  grandes 

estruturas contínuas de transcrição em tandem, no mesmo sentido, de forma que a 

transcrição  se  inicia  em  um  ponto  e  prossegue  continuamente  ao  longo  do 

cromossomo (Landfear e col. 1983).

A transcrição ocorre com a formação de grandes RNAs policistrônicos 

sem  informação  individualizada  (Tschudi  e  Ullu  1988),  de  forma  que  a 
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individualização  das  diferentes  informações  ocorre  depois  da  transcrição.  A 

identificação  de  ocorrência  desse  fenômeno  ocorreu  quando,  ao  estudar  a 

sequência  de  mRNA  de  glicoproteínas  de  superfície  de  Trypanosoma  brucei, 

encontrou-se uma sequência inicial consensual de 39 nucleotídeos em sua região 5' 

ausente nas sequências genômicas dos genes estudados (Boothroyd e Cross 1982). 

Essa  sequência  foi,  sucessivamente,  sendo  identificada  em  outros  mRNA  do 

tripanosomatídeo e de outros membros da família (De Lange e col. 1984A; De Lange 

e col. 1984b; Kooter e col. 1984). Essa sequência não ficava nos RNAs onde era 

encontrada, sendo a adição por “trans-splicing” a explicação para sua ocorrência. 

Essa  sequência  foi  chamada  de  mini-exon  ou  “spliced  leader”  (SL),  e  seu 

mecanismo de adição 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 regulação 

de expressão por controle de transcrição, com a ligação de fatores que potenciam 

ou diminuem a taxa de transcrição, a ausência das sequências promotoras de RNA 

polII  em  Leishmania leva  esses  organismos  a  apresentar  a  regulação  de  sua 

expressão gênica em outros níveis,  como a alteração no nível  de maturação do 

mRNA (poliadenilação e “trans-splicing”) ou na estabilidade de seu mRNA (Flinn e 

Smith 1992). Sequências presentes nas regiões não transcritas a 5' e 3' (5'UTR e 

3'UTR) da fase aberta de leitura (ORF) são capazes de controlar a sinalização para 

a degradação do mRNA, de forma que a quantidade de mRNA presente em um 

determinado  momento  (“steady-state”)  pode  ser  alterada  de  acordo  com  essas 

sequências (Clayton e Shapira 2007). Muito pouco se sabe ainda sobre a regulação 

da tradução nos tripanosomatídeos, com o conhecimento se limitando a identificação 

de alguns complexos que se ligam nas regiões 5'UTR em interação com regiões 

3'UTR, mas os mecanismos de ação ainda não estão claros  (Clayton e Shapira 
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2007; Haile e Papadopoulou 2007).

 1.4 Metabolismo de arginina na infecção

Após a fagocitose pelo macrófago,  o  vacúolo fagocítico ou fagossomo 

funde-se  com  lisossomos  formando  o  compartimento  celular  denominado 

fagolisossomo. Essa é uma fase bastante crítica para a sobrevida do parasita, tanto 

pela  limitação  de  acesso  a  nutrientes  quanto  pela  presença  de  compostos 

sabidamente  microbicidas.  O  destino  dos  parasitas  no  hospedeiro  vertebrado  é 

determinado pelo estado de ativação dos macrófagos (Martinez e col. 2009). Um dos 

principais meios de defesa dos macrófagos é a explosão respiratória, caracterizada 

produção de compostos reativos de oxigênio, especialmente o óxido nítrico (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 produção  do  NO  ocorre  nos  macrófagos  pela  atividade  da  sintase 

induzível do óxido nítrico (iNOS). Essa enzima utiliza o aminoácido L-arginina como 

substrato, gerando citrulina e óxido nítrico  (Hibbs e col. 1987; Iyengar e col. 1987; 

Marletta e col. 1988). Esse processo ocorre quando há resposta imunológica do tipo 

Th1,  caracterizada  por  produção  de  interferon  gama  (IFN-γ).  No  entanto, 

dependendo das condições do hospedeiro, pode ser desencadeada uma resposta 

do tipo Th2, caracterizada por produção de interleucinas 4, 10 e 13 (IL-4, IL-10 e IL-

13). Nesse tipo de resposta, ocorre a ativação 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 à sua proliferação, por bloquear a 

produção de NO e por prover compostos necessários para o desenvolvimento do 



7

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 à 

NOS constitutiva  (cNOS),  como a  encontrada em células  endoteliais  e  nervosas 

principalmente  (Genestra e col.  2006).  A arginase de  L. (L.)  amazonensis  possui 

localização  glicossomal  (da  Silva  e  col.  2008).  Sabe-se  que  ocorre  regulação 

cruzada entre as duas enzimas (Figura 1). A arginase, consumindo arginina, reduz 

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

iNOS, o Nω-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 

macrófagos, evidenciado por estudo que demonstra que a presença de NOHA na 

infecção  de  L.  (L.)  major diminui  consideravelmente  a  capacidade  do  parasita 

estabelecer a infecção  (Iniesta e col. 2001). Já o papel da cNOS em  Leishmania 

deve estar relacionado ao início da infecção, uma vez que formas promastigotas 

metacíclicas apresentam maior concentração de NO do que formas promastigotas 

procíclicas, que são menos infectivas (Genestra e col. 2003).

Figura 1. Esquema geral do metabolismo de L-arginina em mamíferos. Representação 
das principais vias de uso e produção de arginina, citrulina e ornitina, adaptado 
de Das e col. (2010). Inibição identificada pelo símbolo ┴; DFMO: difluorometil-
ornitina; iNOS: sintase induzível de óxido nítrico; NO: óxido nítrico; NOHA: Nω-
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  laboratório,  e  os  parasitas  nocauteados  não  apresentam  atividade  de 

arginase, além de terem sua infecção atrasada quando comparada com os parasitas 

selvagens (da Silva e col., em preparação),  resultado compatível  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  produção de IFN-γ e de NO nos camundongos infectados com o parasita 

nocauteado, corroborando com a hipótese de que a arginase do parasita, de alguma 

forma, reduziria a explosão respiratória da célula hospedeira. O efeito era anulado 

quando  o  parasita  nocauteado  era  suplementado  pela  transfecção  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 presença de iNOS na célula 

hospedeira, sugerindo a importância da enzima também na produção de poliaminas, 

sabidamente essenciais ao parasita (Muleme e col. 2009).

Outro estudo avalia a interação entre o inseto e o hospedeiro vertebrado 

na infecção com  Leishmania.  Os autores avaliam o papel  de proteofosfoglicanas 

presentes  na  saliva  do  inseto  para  o  estabelecimento  da infecção,  e  encontram 

correlação entre a infectividade e a regulação do metabolismo de L-arginina (Rogers 

e  col.  2009).  Essa substância,  presente  no gel  secretado pelo  inseto  durante  a 

picada,  ajuda  no  recrutamento  de  macrófagos  no  local  da  picada.  Além  disso, 

aumenta  consideravelmente  a expressão de arginase na célula  hospedeira,  sem 

alterar a expressão de iNOS. Caso seja bloqueado esse aumento de expressão da 

arginase, ocorre a diminuição na infectividade do parasita, novamente ressaltando a 

importância  do  direcionamento  da  L-arginina  para  a  sobrevivência  ou  não  do 

parasita.
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 1.5 Transporte de L-arginina

Para que ocorra um aumento na atividade tanto da arginase quanto da 

iNOS, 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  aminoácidos  catiônicos  da  família  CAT  (cationic  amino  acid 

transporter),  que  se  comportam  como  o  sistema  y+  clássico  de  transporte  de 

aminoácidos,  e  de maneira independente de sódio  (Hatzoglou e col.  2004).  São 

conhecidos  6  membros  da  família  CAT,  CAT1,  CAT2A,  CAT2B,  CAT3,  CAT4  e 

CAT14.  A função  de  CAT4  e  CAT14  ainda  não  foi  bem  definida,  e  os  demais 

transportam  L-arginina,  L-lisina  e  L-ornitina,  sendo  CAT2A  e  CAT2B  os  dois 

transportadores catiônicos relevantes para os macrófagos, produzidos por “splicing” 

alternativo do mesmo gene (Closs e col. 2006). 

O influxo de arginina como resposta induzida nos macrófagos é realizado 

pelo transportador CAT2B. A expressão de CAT2B, e consequentemente do influxo 

de  L-arginina,  aumenta  na  presença  de  estímulos  com TNF-α,  e  essa  resposta 

ocorre  em  dependência  da  atividade  de  NF-κB  (Visigalli  e  col.  2004).  Se  esse 

transportador  for  bloqueado,  não ocorre o aumento de atividade de iNOS ou de 

arginase, sugerindo que a quantidade do aminoácido contida normalmente na célula 

não é o suficiente para a atividade dessas enzimas (Yeramian e col. 2006). Esses 

dados reforçam a hipótese de que possa haver o controle da explosão respiratória 

através de uma competição pelo substrato da iNOS.

De maneira interessante, o estímulo de macrófagos infectados por IFN-γ 

juntamente com LPS provoca uma diminuição na infecção, relacionado com maior 

produção de NO pelas células hospedeiras, mas estímulo somente com IFN-γ causa 

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

IFN-γ não é capaz de promover o aumento do influxo de arginina  (Visigalli  e col. 

2004). O aumento na carga parasitária deve ocorrer porque,  para que a explosão 

respiratória  ocorra,  deve  haver  o  aumento  da  transcrição  do  gene  da  iNOS, 

estimulado por IFN-γ com LPS ou IFN-γ com TNF-α e, necessariamente, o aumento 

da expressão do gene para o CAT2B, mediado por NF-κB  (Visigalli  e col.  2004; 

Yeramian  e  col.  2006).  Embora  haja  relato  de  NF-κB  ativar  simultaneamente  a 

expressão  de  iNOS e  de  CAT2B  (Hammermann e  col.  2000),  aparentemente  a 

ativação da transcrição de CAT2B por  Leishmania ocorre por meio de ativação de 

receptores “toll-like” associado à ativação do complexo p50/p50 NF-κB, diminuindo a 

quantidade de p65 e causando, simultaneamente,  um aumento na expressão do 

transportador de arginina e repressão da expressão de iNOS  (Tuon e col.  2008; 

Calegari-Silva e col. 2009). Como a ativação somente com IFN-γ leva a um aumento 

do influxo de arginina no macrófago sem a ativação da iNOS, e um paralelo aumento 

na quantidade de Leishmania nos macrófagos (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 sobrevivência e replicação.

Para que isso ocorra, deve haver um meio de transportar o aminoácido do 

citoplasma do macrófago para o citoplasma do parasita (Figura 2).  Leishmania  é 

auxotrófica  para  vários  aminoácidos,  e  precisa,  de  alguma  forma,  retirá-los  dos 

fagolisossomos (McConville e col. 2007; Naderer e McConville 2008). Nesse ponto, 

destacam-se  duas  barreiras  físicas:  a  membrana  externa  do  fagolisossomo, 

originalmente do macrófago, e a da própria 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 já foi caracterizado em L. (L.) donovani (Shaked-Mishan e col. 2006). 

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

não  é  influenciada  pela  presença  de  outros  aminoácidos.  Esse  transportador 

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

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

próton/aminoácido  simporter  que  se  utiliza  de  gradiente  eletroquímico  de 

concentração  de  prótons  para  transportar  os  aminoácidos.  Em  L.  (L.)  donovani,  

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

aumento da expressão do transportador, embora ainda não esteja claro em que nível 

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 

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

Figura 2. Representação  do  metabolismo  de  L-arginina  na  interação  entre 
Leishmania e  macrófago. A ativação do tipo clássica por citocinas Th1 nos 
macrófagos (IFNγ+LPS ou IFNγ+TNF-α) leva à ativação de iNOS e aumento da 
expressão de CAT2B, levando à morte do parasita. Já o estímulo com IL-4, IL-13 
e TGF-β, em decorrência de resposta tipo Th2, leva também a um aumento da 
expressão  do  CAT2B,  mas  em  conjunto  com  a  de  arginase,  causando  um 
aumento na produção de poliaminas e consequente reprodução dos parasitas. 
Uma possível via de desvio de L-arginina para evitar seu uso como substrato 
pela iNOS seria através de seu uso pelos parasitas dentro do fagolisossomo. 
Embora haja descrição de transportador de arginina na membrana dos parasitas 
(LdAAP3), a presença de transportadores na membrana do fagolisossomo (PV) 
é necessária e ainda não foi identificada (interrogações na membrana de PV). 
Lsh: Leishmania; iNOS: sintase induzível de óxido nítrico; NO: óxido nítrico; MФ: 
macrófago (Wanasen e Soong 2008; licença para reprodução/tradução 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 

importância na infecção em macrófagos

 2.2 Objetivos específicos

• Isolar fagolisossomos de macrófagos 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 expressão do gene do transportador de arginina;

• Avaliar  a  resposta  fisiológica  no  transporte  de  arginina  ao  longo  do 

desenvolvimento do parasita;

• Verificar  a  influência  da  concentração  do  aminoácido  na  expressão  do 

transportador;

• Verificar  a  influência  da  interrupção  de via  de  degradação de arginina  no 

transporte do aminoácido.



96

 6 Conclusões

• Macrófagos J774, apesar de  apresentarem menor taxa de infecção, podem 

ser utilizados para experimentos que exijam a utilização de grande número de 

células;

• Na infecção de macrófagos J774 com L. (L.) amazonensis, uma relação de 4 

parasitas  por  hospedeiro  é  ideal  para  a  obtenção  de  fagolisossomos 

menores;

• A infecção  por  4  horas,  seguida de  10  lavagens,  e  o  prosseguimento  da 

incubação por mais 14 horas leva à diminuição contaminação da preparação 

de fagolisossomos por promastigotas livres após a lise dos macrófagos;

• O Isolamento de organelas pelo gradiente de sacarose não se mostrou uma 

boa técnica, com pureza abaixo do necessário para avaliações bioquímicas e 

fisiológicas;

• Citometria  com  fluxo  pode  ser  usada  com  sucesso  para  a  obtenção  de 

organelas purificadas;

• A utilização  de  marcação  fluorescente  na  membrana  dos  fagolisossomos 

permite a observação nas mesmas em microscopia fluorescente e confocal, 

embora não seja o suficiente para detecção em citômetro de fluxo;

• L. (L.) amazonensis apresenta 2 cópias do gene que codifica o transportador 

de arginina, com ORFs apresentando identidade de 98%;

• Essas cópias do gene do transportador estão em tandem, separadas por uma 

região intergênica de 3200 pares de base.

• As duas cópias apresentam regiões 5'UTR e 3'UTR diferentes, que permitem 

a avaliação diferencial da expressão dos do gene por PCR quantitativo;
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• As diferentes cópias apresentam um nível de expressão em até duas ordens 

de grandeza de diferença na fase promastigota;

• O nível de expressão das cópias se altera ao longo do desenvolvimento dos 

parasitas em cultura;

• O nível de mRNA da cópia mais abundante se relaciona diretamente com a 

quantidade de arginina tomada pelos parasitas;

• A privação de arginina leva a um aumento na quantidade de mRNA da cópia 

mais abundante do transportador, enquanto a outra não se altera;

• A meia vida da cópia mais abundante não pode ser  determinada até 180 

minutos de parada de transcrição/”trans-splicing”;

• Parasitas  em fase estacionária  respondem menos à  privação de arginina, 

quando comparados com parasitas em fase logarítmica;

• Parasitas  nocautes nulos de  arginase apresentam nível basal de transporte 

de arginina inferior aos parasitas selvagens;

• Parasitas  nocautes nulo de  arginase continuam respondendo à privação de 

arginina mesmo em fase estacionária;

• A suplementação genética da ORF que codifica arginase nos mutantes nulos 

de  arginase  leva  à  uma  recuperação  parcial  na  resposta  à  privação  de 

arginina, semelhante ao que se observa no parasita selvagem;

• L-arginina apresenta um papel fisiológico fundamental tanto no crescimento 

do parasita como na regulação da expressão de seu próprio transportador.
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 7 Resumo

Protozoários do gênero  Leishmania  são parasitas digenéticos,  com uma fase no 

tubo digestório de um hospedeiro invertebrado (promastigota), e uma fase parasita 

intracelular  de  macrófagos  (amastigotas).  Estudar  a  demanda  de  L-arginina  no 

parasita é interessante, uma vez que o aminoácido é indispensável para a sobrevida 

do parasita e, ao mesmo tempo, serve de substrato para a produção de óxido nítrico, 

principal  composto  microbicida  dos  macrófagos.  O  objetivo  deste  trabalho  foi 

caracterizar  o  transporte de arginina em Leishmania (Leishmania) amazonensis  do 

ponto  de  vista  fisiológico  e  caracterizar  o  gene  que  codifica  o  transportador  do 

aminoácido,  bem como a regulação da sua expressão em resposta  a diferentes 

condições  biológicas.  Para  medir  o  influxo  de  L-arginina  em  fagolisossomos, 

utilizamos  macrófagos J774  infectados  com  L. (L.) amazonensis e desenvolvemos 

uma  metodologia  com  citometria  de  fluxo  com  “sorting”  para  a  purificação  da 

organela. Validamos microscopicamente a presença do parasita na organela por sua 

fluorescência, e avaliamos a integridade da membrana externa dessa com marcador 

de pH ácido.  Paralelamente,  o gene  que codifica  o transportador de arginina do 

parasita  foi  caracterizado.  Foram  encontradas  duas  cópias  em  tandem  que 

produzem dois transcritos (5.1AAP3 e 4.7AAP3), cujas regiões 5'UTR e 3'UTR são 

diferentes.  Por meio de PCR quantitativo em tempo real,  avaliamos a expressão 

desses  transcritos e  verificamos  que  5.1AAP3  é  mais  expressa  ao  longo  do 

desenvolvimento do parasita, com um máximo em fase estacionária. A determinação 

da meia-vida dos mRNA das duas cópias indicou uma duração de 32,6±5,0min para 

o mRNA de 4.7AAP3, enquanto que o de 5.1AAP3 não apresentou decaimento até 

180min do estudo, evidenciando que a estabilidade maior pode ser a razão de sua 

maior abundância. A submissão de parasitas à privação de arginina levou a aumento 
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na  tomada  do  aminoácido  concomitante  ao  aumento  do  transcrito  5.1AAP3. 

Mutantes nulos de arginase submetidos à privação de arginina respondem com uma 

taxa de incorporação mais baixa em relação aos parasitas selvagens, e  mantém a 

resposta à privação mesmo com os parasitas em fase estacionária,  diferente do 

observado nos parasitas selvagens. Esse conjunto de resultados nos levou a sugerir  

que a expressão do transportador pode ser regulada pela estabilidade do mRNA, e 

que  o  “pool”  de  arginina  interno ao parasita  pode controlar,  num mecanismo de 

retroalimentação negativo, a expressão de seu transportador.



100

 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  5'UTR  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 mRNA 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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