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RESUMO

Leite KM. Andlise da participacdo da Oligopeptidase B e Triparedoxina peroxidase
citoplasmatica na viruléncia de Leishmania (Leishmania) amazonensis. [dissertacdo
(Mestrado em Biologia da Relagdo Patdgeno-Hospedeiro)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Séo Paulo; 2015.

Leishmania ssp. sdo protozoarios parasitas responsaveis por um complexo de doencas
conhecidas como leishmanioses. Apresentam duas formas evolutivas principais: a
promastigota flagelada, no tudo digestivo do inseto vetor e a amastigota sem flagelo externo,
no interior das células do sistema fagocitico mononuclear (SFM), preferencialmente
macrofagos, do hospedeiro vertebrado. A capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo no
interior de células especializadas na destrui¢do de patdgenos deve-se a capacidade do parasito
de burlar a propriedade microbicida destas células pela producdo de moléculas denominadas
fatores de viruléncia. Estudos prévios do nosso laboratério compararam o proteoma de
amastigotas de L. (L) amazonensis obtidas de lesdes de BALB/c e BALB/c nude com o intuito
de analisar o impacto da presenca de linfocitos T na expressdo de proteinas do parasita.
Dentre as proteinas diferencialmente expressas encontramos isoformas da Oligopeptidase B
(OPB), uma serino peptidase que hidrolisa peptideos de até 30 aminoacidos em residuos de
lisina e arginina, e da Triparedoxina peroxidase citoplasmatica (CPX), proteina antioxidante
que participa da detoxificagdo de hidroperéxidos. As duas tiveram isoformas
significativamente mais expressas na auséncia de linfcitos T, ou seja, nos parasitos isolados
de BALB/c nude, e j& foram descritas como fatores de viruléncia em tripanossomatideos. De
fato, promastigotas de L.(L.) major deficientes em OPB apresentaram significante reducdo na
infeccdo e sobrevivéncia em macréfagos in vitro e lesdes de evolugdo mais lenta no modelo
murino de infeccdo na pata. De forma analoga, promastigotas de L.(L.) donovani
superexpressoras de CPX apresentaram maior carga parasitaria em macréfagos in vitro.
Considerando a importancia da L.(L.) amazonensis na epidemiologia da leishmaniose no
Brasil, nosso objetivo foi analisar a importancia da OPB e CPX na viruléncia desta espécie
utilizando parasitas superexpressores e proteinas soltveis em modelos murinos de infec¢do in
vitro e in vivo. Mostramos que a superexpressdo de CPX aumentou a infectividade de
promastigotas de L. (L). amazonensis in vitro e que a proteina OPB soltvel também aumentou
a infeccdo de macrdfagos por essa espécie de Leishmania.

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Oligopeptidase B. Triparedoxina
peroxidase citoplasmatica. Fatores de viruléncia.



ABSTRACT

Leite KM. Analysis of the participation of Oligopeptidase B and Cytoplasmic Tryparedoxin
Peroxidase in virulence of Leishmania (Leishmania) amazonensis. [Masters thesis (Biology of
the Pathogen-Host Relation)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo; 2015.

Leishmania ssp. are parasitic protozoa responsible for a disease complex known as
leishmaniasis. They present two major developmental forms: the flagellated promastigote in
the digestive tract of the vector, and amastigote without external flagella inside cells of the
mononuclear phagocytic system, preferably macrophages of the vertebrate host. The ability
for survival and multiplication in cells specialized in the destruction of pathogens is due to the
ability of the parasite to evade the microbicidal properties of these cells by the production of
molecules called virulence factors. Previous studies from our laboratory compared the
proteome of L. (L) amazonensis amastigotes obtained from BALB/c and BALB/c nude
lesions in order to analyze the impact of the presence of T lymphocytes in the expression of
parasite’s proteins. Among the differentially expressed proteins we found isoforms of
Oligopeptidase B (OPB), a serine peptidase that hydrolyzes peptides up to 30 amino acids in
lysine and arginine residues, and cytoplasmic tryparedoxin peroxidase (CPX), an antioxidant
protein that participates in the detoxification of hydroperoxides. Both proteins had isoforms
significantly more expressed in the absence of T lymphocytes, that is, in parasites isolated
from BALB/c nude, and have been described as virulence factors in trypanosomes. In fact,
promastigotes of L. (L.) major deficient for OPB showed significant reduction in infection and
survival in macrophages in vitro and lesions of slower evolution in the murine model of
footpad infection. Similarly, promastigotes of L. (L.) donovani overexpressing CPX had
higher parasite loads in macrophages in vitro. Considering the importance of L. (L.)
amazonensis in the epidemiology of leishmaniasis in Brazil, our objective was to analyze the
importance of OPB and CPX in the virulence of this species using murine models of infection
in vitro and in vivo. We have shown that overexpression of CPX increased infectivity of L.
(L). amazonensis promastigotes in vitro and that soluble OPB also increased infectivity of
macrophage by this Leishmania species.

Keywords: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Oligopeptidase B. Cytoplasmic
tryparedoxin peroxidase. Virulence factors.
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1.1 Leishmaniose

As leishmanioses constituem um complexo de doencas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica, causadas por protozoarios do género Leishmania,
familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida (World Health Organization, 2009). A
doenca é endémica em 98 paises (Alvar, 2012) das areas tropicais e subtropicais de todo o
mundo e estima-se que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco, com registro
aproximado de dois milhdes de novos casos ao ano (Alvar et al., 2006; Murray et al., 2005).
Existem cerca de 20 espécies de Leishmania capazes de causar doenca no homem (Cupolillo
et al., 2000; Shaw, 1994). Dependendo da espécie do parasito e de determinantes de
susceptibilidade dos hospedeiros, as infeccGes apresentam caracteristicas clinicas distintas,
podendo ser reunidas em quatro grupos: (1) formas com lesdes cutaneas, ulcerosas ou nao,
porém limitadas, designadas por leishmaniose cutanea localizada, (2) formas disseminadas
cuténeas, com presenca de nddulos multiplos e ricos em parasitos que surgem tardiamente em
pacientes infectados, chamadas de leishmaniose cutanea difusa, (3) formas que se complicam,
com o aparecimento de lesdes destrutivas nas mucosas, particularmente do nariz, boca e
faringe, denominadas coletivamente por leishmaniose mucocutanea e (4) formas em que 0s
parasitos apresentam acentuado tropismo pelo SFM do baco, do figado, da medula 6ssea e dos

tecidos linfoides, designadas leishmaniose visceral ou calazar (Figura 1) (Rey, 2008).

Cutanea localizada Cutéanea difusa

Mucocutinea Visceral

Figura 1. Manifestacdes clinicas da leishmaniose. Compilado do Manual da Vigilancia da Leishmaniose, Brasil,

Ministério da Salde.
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Infeccdes pela especie L. (L.) amazonensis, a segunda mais comum no Brasil, estéo
associadas a quadros de leishmaniose cutanea localizada e cuténea difusa (Brasil, Manual de
Vigilancia da LTA, 2007), sendo essa ultima associada a uma anergia do paciente a antigenos
do parasita (Balestieri et al., 2002; Convit et al., 1993; Silveira et al., 2004). Nosso grupo tem
interesse particular nessa espécie por sua importancia no pais e pelo fato de diferentes
respostas do hospedeiro estarem associadas a diferentes formas da doenca.

1.2  Ciclo bioldgico da leishménia

As Leishmania ssp. sdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado pela picada da fémea
infectada do inseto vetor flebotomineo. As leishmanias caracterizam-se por apresentarem dois
estagios morfologicamente distintos: amastigota, forma oval e desprovida de flagelo externo
encontrada no interior das células do hospedeiro vertebrado e promastigota, forma alongada e
flagelada encontrada no tubo digestivo do inseto vetor (Bates, Rogers, 2004) (Figura 2).
Durante o repasto sanguineo do inseto sdo inoculadas promastigotas metaciclicas no
hospedeiro vertebrado, que se ligam a receptores existentes nos macrdéfagos, sendo
fagocitadas e encapsuladas no vacuolo parasitéforo (Brodskyn et al., 2003). No interior do
fagolisossomo as formas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas, que se multiplicam por
fissdo binaria (Alexander, Russel, 1992; Mc Conville, Handman, 2007). Os amastigotas sao
liberados dos macrofagos por um mecanismo ainda ndo totalmente caracterizado (Handman,
Bullen, 2002; Mc Conville, Handman, 2007; Rittig, Bogdan, 2000) e podem invadir novas
células do SFM. Quando o flebotomineo pica o individuo ou o animal infectado, retira com o
sangue ou linfa intersticial as leishmanias ou as células infectadas, que passardo a evoluir no
interior de seu tubo digestivo (Von Stebut, 2007). No intestino do inseto, as formas
amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas que se multiplicam por fissdo
binaria. Posteriormente, ocorre a diferenciacdo em promastigotas metaciclicas, que migram
para a regido anterior do tudo digestivo do inseto, atingindo a probdscide, podendo ser
transmitidas (Bates, Rogers, 2004; Sacks, Perkins, 1985).
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Figura 2. Ciclo de vida de Leishmania ssp. Compilado do Center for Disease Control and Prevention.

1.3 Tratamento da leishmaniose

O tratamento das leishmanioses consiste essencialmente de quimioterapia (Herwaldt,
1999; Murray et al., 2005), que no Brasil baseia-se no uso de metais pesados toxicos,
principalmente compostos antimoniais. Quando o paciente é refratario sdo utilizados a
pentamidina e a anfotericina B, preconizados como segunda escolha pelo Ministério da
Salde. Todos esses medicamentos necessitam de administracdo intravenosa e/ou
intramuscular e supervisdo médica ou hospitalizacdo durante o tratamento devido a severidade
dos possiveis efeitos adversos.

Considerado farmaco de primeira linha no tratamento da leishmaniose, o antimonio
pentavalente tem sido utilizado como principal ferramenta ha muitos anos, mostrando-se
eficaz no tratamento de todas as manifestagdes para parte das espécies e isolados de
Leishmania (ressalta-se que h& muitos isolados resistentes) levando a regresséo das lesdes

(Rath et al., 2003). Apresenta duas formulages: o gluconato de antiménio sodico e o
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antiomoniato de N-metil glucamina, cujos mecanismos de ac¢do ainda ndo estdo precisamente
definidos. Especula-se que ocorra a conversdo do composto de Sh(V), considerado pro-
farmaco, para Sb (I11) pelo macréfago ou mesmo pelo proprio parasita (Callahan et al., 1997).

A forma ativa Sb (Ill), considerada mais eficaz, interfere com processos de
metabolismo energético como a oxidagdo de &cidos graxos e a glicolise do parasita, levando a
baixos niveis de ATP (Rath et al., 2003). Também causa fragmentacdo de &cidos nucleicos,
interfere com a topoisomerase e inibe a Tripanotiona Redutase - componente da cascata TR-
TXN-TXNPx (Croft et al., 2006; Friedrich, 2008). Apesar dos diversos mecanismos de acédo
sobre o0 parasita, esse farmaco tem propiciado o surgimento de cepas resistentes ao longo dos
anos (Croft et al., 2006), limitando seu uso. Alguns dos mecanismos de resisténcia ja descritos
incluem a perda da expressdo de certas enzimas redutoras de antimoénio, baixa expressao de
poros celulares para captacdo do farmaco e o uso de bombas de efluxo (Kaur, Rajput, 2014).

Medicamento de segunda linha no tratamento de leishmanioses, a pentamidina possui
amplo espectro contra parasitas e alguns fungos, apresentando ainda atividade antitumoral em
melanomas (Pathak et al., 2002). E comercializada na forma de sal isetionato, com aplicacio
intravenosa ou por aerossol (Cushion et al., 2004).

Gragas ao crescente desenvolvimento de resisténcia aos antiménios, a pentamidina
tem sido usada como alternativa no tratamento das leishmanioses cutanea e visceral,
apresentando maiores taxas de desenvolvimento de resisténcia em relagdo a ultima (Croft et
al., 2006). Seu mecanismo de acdo também ndo esta completamente elucidado, apenas com
indicativos de inibicdo da biossintese de poliaminas (inibicdo da S-adenosil-L-metionina),
alteracdo do potencial da membrana mitocondrial, com grande acimulo nesta organela e alta
afinidade por regides do DNA ricas em A-T (Croft et al., 2006; Kaur, Rajput, 2014). Os
mecanismos de resisténcia hoje conhecidos incluem mudanga na sequéncia gendmica do
kKDNA, aumento da expressdo de bombas de efluxo e queda na captacdo do farmaco (Kaur,
Rajput, 2014).

Dentre os farmacos utilizados como leishmanicidas, a miltefosina
(hexadecilfosfocolina ou HPC) é o Unico agente de via oral, tendo sido primeiramente
empregado no tratamento de neoplasias como o cancer de mama (Croft et al., 2006). N&o
utilizada de forma clinica no Brasil, a miltefosina ¢ utilizada na Asia e Europa (Jha et al.,
1999). Na india, onde é amplamente empregada no tratamento da leishmaniose visceral,

apresentou altas taxas de cura (Sundar et al., 2006). Porém, estudos tém demonstrado que a
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susceptibilidade do parasito ao farmaco varia entre diferentes espécies e cepas (Velez et al.,
2010).

Seu mecanismo de acdo ainda ndo esta totalmente esclarecido. Estudos sugerem que
devido a sua semelhanca estrutural com um composto derivado do acido araquiddnico, o
Fator de ativacdo de plaquetas (PAF) (Castro, 2011), ela tenha uma agédo ativadora de
macrofagos, aumentando a producdo de IFN-y, TNF- a e IL-12, citocinas responséveis por
uma resposta imunologica Thl e consequente melhor prognostico na recuperacao do paciente,
sendo considerado um farmaco imunomodulador (Wadhone et al., 2009). A inducdo da
producéo de IFN-y também leva a maior ativagdo da iNOS, favorecendo a producdo de NO e
a eliminagéo do parasita (Wadhone et al., 2009).

Dentre seus efeitos diretos sobre o parasita, sabe-se que a miltefosina interfere na
fluidez da membrana, assim como na composic¢do dos fosfolipideos, induzindo a apoptose
(Filho et al., 2008). Apesar das caracteristicas positivas da miltefosina, sua lenta eliminagdo
do organismo e as baixas concentragfes do medicamento no paciente contribuem para o
desenvolvimento de resisténcia (Dorlo et al., 2008), por exemplo pela reducdo da expressdo
de transportadores na membrana, reduzindo a captacdo do farmaco (Kaur, Rajput, 2014).

Frente ao escasso arsenal terapéutico com restricdes de uso quanto a toxicidade e
ambito hospitalar, é clara a preméncia da identificacdo e caracterizacdo de biomoléculas
parasito-especificas, como os fatores de viruléncia do parasito, que possam ser exploradas

como alvo molecular para potenciais farmacos.

1.4  Internalizagdo e sobrevivéncia da leishméania no interior do macréfago

Os macrofagos sdo as principais células hospedeiras da Leishmania (McConville,
Handman, 2007). A ativacdo do macrofago é o processo pelo qual essa célula adquire maior
capacidade de fagocitar, matar e digerir microrganismos (Murray, Wynn, 2011). Esse
processo depende da ligacdo de receptores PRRs (Pattern recognition receptor) ou estimulo
com IFN-y secretado por células NK ou Thl, levando a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como TNF, IL-1 e IL-6 (Medzhitov, 2007), de espécies reativas de oxigénio
(como perdxidos, superdxidos e radicais hidroxilas) e nitrogénio (como Oxido nitrico),
proteases, hidrolases, proteinas e peptideos antimicrobianos (Agerberth et al., 2000; Duits et
al., 2002). Quando os promastigotas de Leishmania séo fagocitados, os lisossomos fundem-se

com o vacuolo parasitéforo formando o fagolisossomo, liberando seu conteido e aumentando
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0 metabolismo oxidativo do macrofago. A sobrevivéncia dos parasitos nesse ambiente
depende da sua transformacdo em amastigotas, que possuem diversos mecanismos que
reduzem ou impedem a a¢do destrutiva normal dos fagolisossomos (Olivier et al., 2005).

Os mecanismos que permitem a sobrevivéncia e contribuem para a patogenicidade da
leishmania, permitindo o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado, estéo
associados a moléculas denominadas fatores de viruléncia, que variam em importancia
dependendo da espécie do parasito (Silva-Almeida, 2012). Um dos fatores de viruléncia mais
estudados em leishmania é o LPG, importante na modulacdo da producéo de NO, inibicdo da
apoptose, atraso na maturacdo do fagolisossomo e inibicdo da transdugdo de sinal em
macrofagos, entre outros (revisado em McMahon-Pratt, Alexander, 2004; Spéth, et al., 2003).
Apesar de essa molécula ser essencial para a viruléncia de L. (L.) major e L. (L.) donovani, ela
ndo € necessaria para o sucesso da infeccdo de L. (L). mexicana (llg et al., 2001; Turco et al.,
2001).

Outro fator de viruléncia muito estudado € a gp63, importante nas infeccdes por L. (L.)
major, L. (L.) mexicana e L. (L.) donovani (Chen et al., 2000; Joshi et al., 2002; Wilson et al.,
1989). A gp63 inibe a lise do parasita mediada pelo complemento e sua liberacdo extracelular
pode facilitar a migracdo e difusdo da promastigota através do tecido por degradar
componentes da matriz extracelular (McGwire et al., 2003). A gp63 extracelular também cliva
MHC de classe | e CD4+, o que limita resposta de células T, e diminui a proteina relacionada
a MARCKS (myristoylatedalanine-rich C kinase substrate), um fator de ativacdo de
macrofagos (revisado em McMahon-Pratt, Alexander, 2004).

Como LPG e gp63 sdo expressas predominantemente ou exclusivamente (dependendo
da espécie de Leishmania) em promastigotas, diversos estudos buscam identificar fatores de
viruléncia expressos em amastigotas, fase do parasito que propaga a infeccdo no homem.
Proteinas como a A2, o homologo dos receptores para quinase C ativada (LACK) e cisteino
protease B do tipo catepsina (CPB) foram descritas como fatores de viruléncia de amastigotas
de L. (L). donovani, L. (L). major e L. (L) amazonensis, respectivamente (revisado em
McMahon Pratt, Alexander, 2004).

15 Resisténcia de Leishmania ao estresse oxidativo

Em resposta a diferentes estimulos, macréfagos produzem um burst respiratério

composto de diversas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (Kaye, Scott, 2011).
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Comumente suscetivel as ROS, a Leishmania evita a liberacao destas moléculas ou resiste aos
seus efeitos toxicos, possibilitando sua sobrevivéncia. A infeccdo do macréfago por
Leishmania provoca pouca liberacdo de ROS devido a diversos fatores, entre eles moléculas
de superficie que interagem com os receptores de complemento, como a gp63, prejudicando a
maturacdo do fagossomo e sua atividade oxidativa, (Matheoud et al., 2013) e o LPG, que
inibe o burst oxidativo e colabora para a instalagdo da infeccdo (Turco et al., 2001). Além
disso, o parasita possui moléculas capazes de detoxificar as espécies reativas como a SOD,
Glutationa Peroxidase independente de selénio (nsGPXs) (Wilkinson, Kelly 2003) e
oxidorredutases, que atuam como moduladoras do estresse oxidativo na auséncia das enzimas
Catalase e Glutationa Peroxidase dependente de selénio (GPXs), presentes em eucariotos
superiores mas ndo em Leishmania (Flohé et al., 1999; Kima, 2014; Schlecker et al., 2005).
Um exemplar de oxidorredutase € a triparedoxina peroxidase, uma das proteinas estudadas

neste trabalho.

1.6 Triparedoxina peroxidase citoplasmatica

A triparedoxina peroxidase citoplasmatica (CPX) é uma proteina antioxidante restrita
aos tripanossomatideos que participa da detoxificagdo de hidroperoxidos. Espécies reativas
como H,0, resultam usualmente de reagdes redox, mas também podem ser produzidas por
atividade microbicida e na sinalizacdo celular (Martinez, 2008). Os tripanossomatideos
mantém o balanco redox por um mecanismo singular, por possuirem um sistema dependente
de glutationa funcional, porém incompleto, que na maioria dos outros organismos &
responsavel por manter um ambiente intracelular redutor/protetor. Em substituicdo, eles
possuem um sistema antioxidante baseado em tripanotiona, juntamente com outras trés 6xido-
redutases: tripanotiona redutase, triparedoxina e triparedoxina peroxidase (CPX,
citoplasmatica e MPX, mitocondrial) (Nogoceke et al., 1997).

A CPX estd sabidamente relacionada com a sobrevivéncia e viruléncia em
tripanosomatideos. Essa proteina confere protecdo a Trypanosoma cruzi contra estresse
oxidativo dentro do macrofago (Piacenza et al., 2008) e sua superexpressao aumentou a
sobrevivéncia intracelular do parasita (Pifieyro et al., 2008). A CPX tambeém participa da
resisténcia oxidativa em L. (L.) donovani e L. (L.) infantum (lyer et al., 2008; Romao et al.,
2009), e promastigotas de L.(L.) donovani superexpressores de CPX apresentaram maior

carga parasitaria em macréfagos in vitro (lyer et al., 2008). De forma semelhante, amastigotas
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esplénicos de L. (L.) donovani expressam mais CPX do que amastigotas axénicos e
apresentaram maior resisténcia ao estresse oxidativo por H,O, (Pescher et al., 2011). Niveis
elevados de CPX foram observados em cepas de L. (L.) donovani resistentes ao antiménio
(Wyllie et al., 2010) e de L. (L.) amazonensis resistentes ao arsenito (Lin et al. 2005),
demonstrando que um melhoramento no metabolismo antioxidante de Leishmania pode
implicar em resisténcia a esses compostos. Ainda em L. (L.) amazonensis, observou-se que a
expressao de CPX se reduz a menos da metade em culturas com muitas passagens quando
comparada a uma cultura recém-iniciada, mais virulenta (Magalhaes et al. 2014).

Em algumas espécies de Leishmania foram identificadas duas ou trés variantes de
CPX (citoplasmaéticas) (Barr et al., 2001; Henard et al., 2014; Kima et al., 2010). Em L. (L.)
amazonensis foi encontrada uma isoforma de menor tamanho especifica do estagio amastigota
(Henard et al., 2014), com alta similaridade com a isoforma truncada encontrada em L. (L.)
chagasi (Barr et al., 2001) e L. (V.) pifanoi (Kima et al., 2010) e que confere resisténcia a
estresse oxidativo e nitrosativo (Henard et al., 2014).

1.7  Oligopeptidase B

Oligopeptidase B (OPB) pertence a classe das serino peptidases, caracterizada pela
presenca de um residuo de serina no sitio ativo da enzima cuja hidroxila participa da catélise e
ligacdo ao substrato, e a familia da prolil oligopeptidase (cla SC, familia S9). Essa familia de
proteinas se restringe a hidrolise nos residuos de lisina e arginina de peptideos de no maximo
30 aminoécidos (Polgar, 2002). Embora essa proteina seja descrita como restrita a bactérias,
plantas e tripanossomatideos (Coetzer et al., 2008), peptidases da subfamilia S9A estdo
presentes em inimeros organismos, inclusive no homem (MEROPS peptidase database) e a
OPB de Leihsmania apresenta identidades de aproximadamente 24% em com as enzimas
humanas mais semelhantes. A OPB tem sido considerada um importante fator de viruléncia
(Burleigh, Woolsey, 2002) e alvo terapéutico em tripanossomatideos (Cazzulo, 2002), sendo
importante para sinalizacdo calcio-dependente durante invasdo de células ndo fagociticas por
T. cruzi (Burleigh et al., 2002; Coetzer et al., 2008) . Em Leishmanias, a expressdo de OPB é
aumentada em amastigotas em relagdo a promastigotas em L. (V.) braziliensis e L. (L.)
donovani (Gamboa et al., 2007; Rosenzweig, 2008), mas €& igualmente expressa nos dois

estagios em L. (L.) major (Munday et al., 2011) e L. (L.) mexicana (Holzer et al., 2006).
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Promastigotas de L.(L.) major deficientes em OPB apresentaram uma deficiéncia na
diferenciacdo da forma prociclica para a metaciclica, significante perda na capacidade de
infeccdo e sobrevivéncia em macrofagos in vitro, mas infec¢do semelhante em camundongos
quando comparados a linhagem selvagem (Munday et al., 2011). Outro estudo, porém,
demonstrou um atraso significativo na formacéo da lesdo em camundongos por L. (L.) major
deficientes para OPB (Swenerton et al., 2011). O mecanismo de viruléncia associado a OPB
em L. (L.) major parece estar relacionado com o controle da enolase na superficie do parasita
(Swenerton et al., 2011). Nenhum estudo até o momento avaliou o efeito da superexpressao
da OPB em leishmanias e ndo h& nenhum trabalho sobre a enzima de L. (L.) amazonensis.

Além da OPB ou OPB1, uma proteina do tipo Oligopeptidase B denominada OPB2 foi
descrita em L. (L.) amazonensis. A OPB2 tem uma extensdo C-terminal pouco comum e
pouca similaridade com a OPBL1 e é expressa ao longo de todo o ciclo em L. (L.) amazonensis
(Guedes el al., 2008).

1.8  Secrecdo de fatores de viruléncia

Ha crescentes exemplos de proteinas de Leishmania que contribuem para a viruléncia
do parasita, aumentando a infeccdo in vitro e in vivo. Parte delas sdo transportadas ao
citoplasma do macrofago e interagem diretamente com vias de sinalizacdo da célula
hospedeira (Kima, 2007), contribuindo para o fenétipo desativado dos macréfagos infectados
(Lambertz et al., 2012). Parte das proteinas secretadas por Leishmania seguem a via classica
de secrecdo baseada na presenca de peptideo sinal N-terminal, porém mais da metade do
secretoma de L. (L.) donovani e provavelmente de outras espécies é feito por exossomos
(Silverman et al., 2008; Silverman et al., 2010). Tanto a CPX quanto a OPB foram
identificadas em exossomos de L. (L.) donovani (Silverman et al., 2008; Silverman et al.,
2010), reforcando sua importancia como fatores de viruléncia que potencialmente interagem

com vias da célula hospedeira.

1.9  Resultados preliminares a dissertacdo: CPX e OPB no proteoma de amastigotas
retirados de lesdo de camundongos BALB/c x BALB/c nude experimentalmente
infectados

Um estudo realizado em nosso laboratério avaliou a expressdo proteica em

amastigotas de L. (L.) amazonensis modulada pela resposta imune de camundongos de
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linhagens BALB/c e BALB/c nude experimentalmente infectados. Os animais BALB/c nude
tém uma mutacdo genética que leva a deficiéncia de timo e, por consequéncia, de linfécitos T
e suas citocinas. O objetivo do projeto foi identificar as diferencas no padréo de proteinas de
amastigotas provenientes de les6es dos dois tipos de animais com base no sistema 2D DIGE.
Foram identificadas 15 proteinas diferencialmente expressas, provavelmente moduladas pela
presenca de linfocitos T e suas citocinas, dentre as quais a OPB e a CPX. Ambas sdo descritas
como ausentes em humanos, embora haja peptidases humanas semelhantes a OPB, sendo a
CPX restrita aos tripanossomatideos, caracteristica que proporciona maior seletividade para
um potencial farmaco. Tanto a OPB quanto a CPX tiveram isoformas (de mesmo tamanho,
mas cargas distintas) mais abundantes em amastigotas isolados de BALB/c nude, sugerindo
que a presenca de linfocitos T regula negativamente sua abundancia nos amastigotas (Teixeira
etal., 2015).

Utilizando anticorpos especificos anti-CPX e anti-OPB, gentilmente cedidos pelo Dr.
Carlos Robello e Dra. Dolores Pifieyro (Institut Pasteur, Montevideo) e Dr. Jeremy Mottram
(University of Glasgow), respectivamente, foram realizados Western Blots (WB) de proteinas
sollveis de amastigotas retiradas de lesdo na pata de BALB/c e BALB/c nude em uma e duas
dimensGes. De acordo com os resultados (Figura 3), podemos observar que em abundancia
geral (gel em uma dimenséo), ndo é possivel observar diferencas na expressdo das proteinas
entre as diferentes linhagens de camundongos. Porém, um estudo das isoformas da proteina
CPX (gel em duas dimensdes) corrobora os dados encontrados no proteoma, onde as

isoformas das diferentes linhagens tém abundancias distintas.
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Figura 3. Western Blot de proteinas solveis de amastigotas de L. (L.) amazonensis extraidas de lesdo de
camundongos BALB/c (B) e BALB/c nude (N) utilizando anticorpos contra CPX ou OPB em uma dimens&o (A,

Leonardo Velasquez, dados ndo publicados) e duas dimensdes (Teixeira et al., 2015).
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Neste trabalho avaliamos o efeito da superexpressdo de CPX e OPB ou da presenga da
proteina sollvel na infeccdo, dependendo da proteina. Embora as transfeccbes com os

plasmideos contendo CPX e OPB tenham sido bem sucedidas, observamos que:

- O superexpressor de CPX expressa a0 menos o dobro de proteina, enquanto o transfectante
OPB ndo superexpressa a proteina. Nesse ultimo caso, especulamos que possa haver algum
controle pds traducional que impeca a superexpressdao de OPB, uma vez que 0 mesmo vetor
foi eficaz para outra proteina na mesma espécie de Leishmania ou que o parasita

superexpressa OPB em uma quantidade ndo detectavel pelo WB.

Com base nos experimentos com superexpressores de CPX e com as proteinas

recombinantes CPX e OPB, chegamos as seguintes conclusdes:

- Os promastigotas superexpressores de CPX sdo mais resistentes ao H,O, e ao peroxinitrito

in vitro e apresentam maior atividade peroxidase quando comparados ao parasita controle.

- Os parasitas superexpressores de CPX tem maior infectividade em experimentos in vitro
com macroéfagos peritoneais obtidos de BALBI/c;

- A proteina CPX produzida em bactéria possui conformacdo funcional, demonstrada pela

atividade peroxidase em ensaios enzimaticos.

- N&o observamos diferencas na expressdo da triparedoxina mitocondrial quando a forma

citoplasmatica € superexpressa.

- Amastigotas do isolado 69, Bahia, expressam cerca de trés vezes mais CPX do que
promastigotas do mesmo isolado e a cepa M2903 de L. (V.) braziliensis (que ndo infecta
experimentalmente camundongos) expressa cerca de metade de CPX quando comparada a
cepa IMG3 de L. (V.) guyanensis (que infecta experimentalmente camundongos),

demonstrando que a CPX pode ser considerada fator de viruléncia em Leishmania.
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- A proteina OPB produzida em HEK293T possui conformacéo funcional, demonstrada pela

atividade peptidase em ensaios enzimaticos.

- Parasitas selvagens cepa M2269 tem maior infectividade in vitro em macrofagos peritoneais

de BALB/c expostos a proteina recombinante OPB soluvel previamente e durante a infeccao.
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