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RESUMO

As leishmanioses sdo protozoonoses causadas por parasitos do género Leishmania e
estdo distribuidas por diversas partes do mundo. Essa patologia se manifesta sobre
diversas formas clinicas: Leishmaniose visceral (LV), Leishmaniose cutanea (LC) e
Leishmaniose cutaneomucosa (LM). O parasito Leishmania apresenta duas formas
evolutivas: a forma promastigota, de vida livre, e a forma amastigota, intracelular
obrigatorio, presente principalmente nas células fagociticas mononucleadas. A inibigédo
do crescimento ou destrui¢do dos parasitos dentro da célula hospedeira € um mecanismo
fundamental para erradicar a infeccdo. A inibicdo dos efeitos leishmanicidas do
macrofago parece estar relacionada com a capacidade de algumas espécies em inibir a
producdo de 6xido nitrico (NO). Estudos recentes tém mostrado que algumas espécies
de Leishmania possuem a capacidade de produzir NO a partir de uma forma constitutiva
da enzima Oxido Nitrico Sintase (cNOS). Este trabalho tem como objetivo detectar e
localizar a enzima cNOS presente em promastigotas de Leishmania (Leishmania)
amazonensis e Leishmania (Viannia) braziliensis. Para isto, o presente estudo utilizou
citometria de fluxo, a qual permitiu quantificar a produgdo de NO nos parasitos,
evidenciando a maior atividade da enzima cNOS em Leishmania (L.) amazonensis
guando comparada com a espécie Leishmania (V.) braziliensis. Foi realizada a
imunomarcacao das formas promastigotas com o anticorpo anti-cNOS para observar a
localizagdo ultraestrutural da enzima por microscopia eletrénica de transmissdo (MET),
posteriormente a co-marcacdo com o0s anticorpos anti-cNOS e anti-GAPDH para
confirmar a provavel compartimentalizacdo desta enzima em organelas glicossomais.
Os resultados sugerem que a producao de NO por diferentes espécies de Leishmania é
um processo localizado em organelas glicossomais com a captura do aminoacido L-
arginina da celula hospedeira, o sequestro deste substrato priva o hospedeiro de
sintetizar 0 NO exdgeno danoso ao parasito. Esta modulagdo sugere mais um
mecanismo de escape que 0S protozoarios tripanossomatideos apresentam durante a
complexa interacdo parasito-hospedeiro.

Palavras chave: Leishmania (L.) amazonensis; Leishmania (V). braziliensis; 6xido

nitrico sintase; 6xido nitrico.



ABSTRACT

The Leishmaniasis is an infectious disease caused by parasites of the Leishmania genus
and are distributed in different parts of the world. This pathology manifests in several
clinical forms: Visceral leishmaniasis (VL), cutaneous leishmaniasis (CL) and
mucocutaneous leishmaniasis (MCL). The Leishmania parasite presents two
evolutionary forms: promastigote form, free life parasite, and amastigotes, intracellular
binding, present mainly in the mononuclear phagocytic cells. The growth inhibition or
destruction of parasites within the host cell is an essential to break the infection
mechanism. Inhibition of macrophage leishmanicidal effect appears to be related to the
ability of some species to inhibit the nitric oxide (NO) production. Recent studies have
shown that some species of Leishmania have the ability to produce NO by the
constitutive form of nitric oxide synthase (cNOS). This work aims to detect and locate
the ctNOS enzyme present in Leishmania (Leishmania) amazonensis and Leishmania
(Viannia) braziliensis promastigotes. For this reason, this study used flow cytometry,
which allowed to quantify NO production in parasites, indicating the increased activity
of the cNOS enzyme in Leishmania (Leishmania) amazonensis compared with
Leishmania (Viannia) braziliensis species. We performed immunostaining of
promastigotes with anti-cNOS antibody to watch the ultrastructural localization of the
enzyme by transmission electron microscopy (TEM), then co-labeling with anti-cNOS
and anti-GAPDH antibody to confirm the probable compartmentalization this enzyme
in glycossomal organelles. The results suggest that NO production by different strains
of Leishmania is a process located in the glycossomal organelles capturing L-arginine
from the host cell, the substrate depletion deprives the host to synthesize the harmful
exogenous NO to the parasite. This modulation suggests another escape mechanism that
trypanosomatid protozoa present in the complex host-parasite interaction.

Key words: Leishmania (L.) amazonensis; Leishmania (V). braziliensis; nitric oxide

synthasis; nitric oxide.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Formas evolutivas dos protozoarios do género Leishmania............cc.ccoceevruenes 2

Figura 2: Representacdo do ciclo bioldgico da leishmaniose tegumentar americana
(LTA) evidenciando o homem como hospedeiro acidental.............ccccccoovevieiiiiiie e, 3

Figura 3: Mapa mostrando a incidéncia da LTA por unidade federativa nos paises da
América latina (A). Gréfico da taxa de incidéncia da LTA comparando a média nacional
com a taxa de incidéncia no Estado do Para (B). . .....c..ccccevveviiiiiiecvecc e 7

Figura 4: Espectro clinico e imunoldgico da LTA destacando os pélos de reatividade e
as formas clinicas causadas pelas espécies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania

(V) DFrazilIBNSIS .....vvieiece ettt nb e res 9
Figura 5: Desenho esquematico da reacdo quimica de sintese do éxido nitrico .......... 12
Figura 6: Citometria de fluxo para quantificacdo da producdo de éxido nitrico.......... 22

Figura 7: Microscopia de fluorescéncia mostrando a producdo de 6xido nitrico em
promastigotas marcadas Com DAF-FM.........cooiiiiii s 22

Figura 8: Imunofluorescéncia indireta de Leishmania (L.) amazonensis marcadas com
anti-cNOS e anti-GAPDH para a co-localizacdo destas duas enzimas em
CcomMPArtimentos GHCOSSOMAIS........cueieiirieierierie et 24

Figura 9: Imunofluorescéncia indireta de Leishmania (V.) braziliensis marcadas com
anti-cNOS e anti-GAPDH mostrando a co-localizacdo da enzima cNOS em organelas
GIICOSSOMEIS. ...ttt bbbttt b bbb 25

Figura 10: Imunomarcagéo da enzima cNOS por microscopia eletronica de transmissao
em promastigotas de Leishmania (L.) @mazonensiS...........ccovvereiviereereeieeseesieeie s 27

Figura 11: Imunomarcacdo da enzima cNOS em promastigotas de Leishmania (V.)
DFAZITIENSIS. ... ettt reenre e 29

Xl



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

BSA — Sigla inglesa para soro albumina bovina
B.O.D - Biological Oxygen Demand

Ca’* - fon célcio

CAT — Transportador de aminoacidos catiénicos
CR1 e CR3 — Receptores para C3b do complemento
C3b — Molécula do sistema complemento

DAF-FM — 4-Amino-5-Metilamino-2’,7’-Difluorofluoresceina
DAF2DA — 4,5 Diaminoflurosceina diacetato

DNA — Acido desoxirribonucléico

GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
GPPS — Glutamina-Piruvato-Penincilina-Streptomicina
GP63 — Glicoproteina de superficie de 63kDa

IL- Interleucina

IgG — Imunoglobulina G

IgE — Imunoglobulina E

IP - lodeto de Propidio

IMF — Intensidade media de fluorescéncia

INF-y — Interferon —y

Kg — Quilograma

LC — Leishmaniose cutanea

LCDB — Leishmaniose cutanea disseminada Borderline
LCAD - Leishmaniose cutanea anergica difusa
LCL — Leishmaniose cutanea localizada

LMC — Leishmaniose mucocutanea

LPG - Lipofosfoglicano

LPS — Lipopolissacarideo

LTA — Leishmaniose tegumentar americana

LV — Leishmaniose visceral

M — Molar

mM - Milimolar

MET — Microscopia Eletrdnica de Transmissédo

Mn®" - fon manganés

X1



pg/mL - Microgramas por mililitros

pL — Microlitros

pum — Micrémetros

mg — Miligramas

nm — Nanométro

NH4CI — Cloreto de amonia

NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfatase hidrogenase
NNN — Neal, Novy e Nicolle

NOS — Oxido nitrico sintase induzida

NO — Sigla inglesa para Oxido nitrico

NO* - Nitrato

NO? - Nitrito

OMS — Organiza¢do mundial da Saude

PBS — Sigla inglesa para Tampdo Fosfato Salino
PCR — Proteina C reativa

PCR — Reacdo em cadeia da polimerase

pH — Potencial hidrogenidnico

PHEM — Solucdo tamponada contendo PIPES, HEPES, EGTA e magneésio
rpm — RotagOes por minuto

ROS — Radicais de oxigénio

RPMI — Roswell Park Memorial Institute

SBF — Soro Bovino Fetal

TNF-a — Fator de necrose tumoral

TGF-p — Fator de transformagéo do crescimento
O, — Oxigénio molecular

O% — Anion superéxido

°C — graus Celsius

X1



SUMARIO

LINTRODUGAO ..ottt
1.1 O PARASITO ...ttt 1
1.2 O CICLO EVOLUTIVO ..ottt 2
1.3 INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO ......c.ovvveveieicieeieeeeesssse s, 4
1.4 LEISHMANIOSE ..ottt 6

1.4.1 Leishmanioses causadas por Leishmania. (L). amazonensis..............cccceeveee. 7
1.4.2 Leishmaniose causada por Leishmania. (V.) braziliensis.............cc.ccocvvnnnnne 8
1.5 RESPOSTA MICROBICIDA .......coiiiiiiieieievsie e 10
1.6 OXIDO NITRICO E OXIDO NITRICO SINTASE .....oevveeereieereerers s 12
1.7 A ENZIMA ARGINASE E OS GLICOSSOMOS............ccovmurmrerrieenrnreressensenines 15

2 OBJIETIVOS ...ttt
2.1 OBJETIVOS GERAIS ..o 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t es e 17

SMATERIAL E METODOS .......ooiiieieeeeteeeseeee et ses s st s s sssnesssne s,
3.1 CULTIVO E MANUTENCAO DE PROMASTIGOTAS. .....cooovvereeererereereeie. 18
3.2 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO......cc.ceoerrrree. 18
3.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA ......coiiiieieieececieeeeese e 19
3.4 IMUNOLOCALIZACAO DA ENZIMA CNOS .......ooveveieeeeeeeeeeeereeee e 19

B RESULTADOS ...ttt s sttt
4.1 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO......c.ccovvverene. 21
4. 2 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA ..ot 23
4.3 IMUNOLOCALIZACAO DA ENZIMA CNOS .......ooeveicieieeeieve e 26

BDISCUSSAQ ...ttt ane st

B CONCLUSOES.........cooiiieicicteee ettt

XV



1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo protozoonoses causadas por parasitas digenéticos da
familia Trypanosomatidae, género Leishmania e estdo distribuidas por diversas partes
do mundo. A Leishmaniose pode apresentar uma variedade de formas clinicas cutaneas,
bem como a forma mucocutanea e a leishmaniose visceral. A doenca esta presente em
varios continentes, sendo endémica em varios paises da América latina e representa um
sério problema de saude publica para o Brasil. A leishmaniose é transmitida no
momento do repasto sanguineo das fémeas de diversas espécies de flebotomineos, 0s

quais introduzem no hospedeiro vertebrado as formas promastigotas (MAGILL, 1995).

1.1 O PARASITO

Os parasitos do género Leishmania sdo protozoarios da ordem Kinetoplastida,
apresentam uma condensacdo de DNA extranuclear na mitocondria denominada
cinetoplasto. Este género caracteriza-se por apresentar duas formas evolutivas em seu
ciclo bioldgico: a forma amastigota, que é intracelular obrigatéria e desenvolve-se no
interior de células fagociticas dos hospedeiros, e a forma promastigota que se
desenvolve no tubo digestivo dos hospedeiros invertebrados.

As formas amastigotas sdo arredondadas ou ovoides e medem, dependendo da
espécie, de 3 a 6 um de comprimento. E encontrada in vivo em tecidos humanos e de
vertebrados sensiveis a inoculacdo do parasito ou in vitro em meios de cultura a 35C°.
As formas promastigotas sdo alongadas, 10 a 15 um de comprimento, apresentam
flagelo externalizado e cinetoplasto anterior ao nucleo; podem ser encontradas no tubo

digestivo de flebotomineos ou in vitro nos meios de cultura a 25C° (Fig. 1).
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Figura 1. Formas evolutivas dos protozoarios do género Leishmania. Em A e B,
representacdo esquematica das formas promastigota (A) e amastigota (B) mostrando sua
organizacdo celular. Em C e D podemos observar por microscopia eletronica de
transmisséo as mesmas formas evolutivas (TEIXEIRA et al., 2013).

1.2 O CICLO EVOLUTIVO

As leishmanioses sdo transmitidas por invertebrados dos géneros Lutzomyia e
Phlebotomus. O ciclo evolutivo do parasito (Figura 2) se inicia quando as fémeas
realizam o repasto sanguineo em um hospedeiro vertebrado infectado, ingere formas
amastigotas que se fixam no intestino médio do hospedeiro invertebrado. Neste local os
protozoarios sofrem modificagfes, tornando-se promastigotas prociclicas ndo-infectivas.
Posteriormente, no epitélio do trato digestivo do vetor, sofrem um processo de
metaciclogénese e tornam-se promastigotas metaciclicas, infectivas para os hospedeiros



mamiferos, especialmente para as células fagociticas da imunidade inata (SACKS,
2001; PINTO-DA-SILVA et al., 2002).

No hospedeiro mamifero, as formas promastigotas sdo internalizadas por
fagdcitos profissionais no local da inoculagdo, principalmente por macréfagos,
neutréfilos e células dendriticas (VAN ZANDBERGEN et al., 2002; RIBEIRO-
GOMES et al., 2004). J& no ambiente intracelular, as formas promastigotas sofrem
outras modificacdes, assumindo formato arredondado e com flagelo internalizado,
caracteristicas da forma amastigota. Esta forma de vida é capaz de se multiplicar no
interior do vacuolo parasitoforo da célula hospedeira, sendo posteriormente, liberadas
para que possam infectar outras células fagociticas (GREGORY; OLIVIER, 2005).

Muosquite retira sangue Promastigetas sio
do hospedeiro e injeta 9 fagocitados pelos

promastigotas .. macrifagos

FPromastigotas se multipli-
cam no estdmago do
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E
e
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Figura 2. Figura esquematica do ciclo bioldgico da leishmaniose evidenciando o
estagio de desenvolvimento do protozoario no hospedeiro vertebrado e invertebrado

(Global Health — Division of parasitic diseases and malaria, 2013. Com adaptacgoes).



1.3 INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

A entrada do parasito Leishmania na célula hospedeira é determinada por uma
complexa associacdo dos fatores de viruléncia do parasito, com os mecanismos da
imunidade inata do hospedeiro vertebrado. Os processos que medeiam a interacéo
parasito-hospedeiro séo decisivos para o ciclo evolutivo do protozoario, bem como para
o perfil clinico que a infeccdo ira estabelecer (WHO, 2010).

Este processo inicia-se com o reconhecimento do parasito através de receptores
presentes na membrana dos macrofagos. O reconhecimento ocorre, principalmente, via
receptores para 0 complemento CR1 e CR3 (AMBROSIO; DE MESSIAS-REASON,
2005). A internalizacdo dos protozoarios também pode utilizar receptores de manose e
da proteina C reativa. Além disso, receptores na superficie de macrofagos, especificos
para o fosfolipidio fosfatidilserina, sdo igualmente importantes para o reconhecimento
de parasitos do género Leishmania (VAN ZANDBERGEN et al., 2006). A exposicéo da
fosfatidilserina por promastigotas de Leishmania pode funcionar como um ligante para
a superficie dos macrofagos, garantindo a internalizacdo do parasita e a sua
infectividade (FARIAS et al., 2013).

Neutrofilos e células dendriticas dérmicas sdo as primeiras células a interagir
com 0s parasitos apos a inoculacdo pelo vetor. No entanto, ndo representam ambientes
propicios para a replicacdo e sobrevivéncia do parasito em longo prazo. Macréfagos
residentes da derme também sdo rapidamente infectados, tornando-se a maior populagdo
de células infectadas apds 24 horas (PETERS, 2008).

O protozoario Leishmania € considerado um parasito intracelular obrigatério
para macréfagos, mas estudos recentes relataram que estes parasitos apresentam,
também, afinidade por outros tipos celulares tanto in vitro quanto in vivo. Em
neutrofilos e celulas dendriticas derivadas de mondcitos a infeccdo pelo protozoario
Leishmania ja é bem descrita (VAN ZANDBERGEN et al., 2004; KAYE; SCOTT,
2011), além destes fagocitos foi mostrado também infeccdo em fibroblastos (BOGDAN
etal., 2000 A).

A constatacdo de que o protozoario Leishmania pode sobreviver em diversas
populacdes de fagocitos, com diferentes propriedades microbicidas, sugere a
diversidade dos fatores de viruléncia e mecanismos de escape que 0 parasita

desenvolveu ao longo do seu processo evolutivo e adaptativo.



Para que ocorra o0 estabelecimento da infecgdo, o0s parasitos do género
Leishmania desenvolveram uma série de mecanismos que subvertem o potencial
microbicida das células do sistema imune dos mamiferos. Dentre os principais fatores
de viruléncia estdo a protease GP63 e o lipofosfoglicano (LPG). A GP63 é uma
protease que atua protegendo o parasito da acdo litica do sistema complemento, desta
forma impede a formacéo do complexo de ataque a membrana pela clivagem da cascata
das convertases (LINA et al., 2011). Algumas espécies de Leishmania utilizam a GP63
para converter o C3b ativo em C3bi inativo, assim favorece a opsonizagdo por
moléculas inativas do sistema complemento, entdo sua internalizacdo na célula
hospedeira ocorre via receptor CR3 e ndo CR1, logo sua fagocitose nao ira acionar
mecanismos do burst oxidativo.

O LPG é a macromolécula mais abundante na membrana dos parasitos
Leishmania, que forma uma camada espessa de glicocélix conferindo ao parasito a
protecdo contra a fixacdo do complemento. O LPG tem como principais funcdes a
capacidade de inibir a fusdo fagolisossomal durante o processo de invasdo celular no
hospedeiro vertebrado, bem como desempenhar papel importante na adeséo do parasito
a superficie das células epiteliais do intestino do hospedeiro invertebrado (GUEIRARD
etal., 2008; BARRETO-BERGTER; VERMELHO, 2010).

Esta molécula também esta relacionada com o processo de evasdo, utilizando
residuos de manose do LPG que se ligam em receptores de manose-fucose da célula
hospedeira para facilitar a fagocitose do parasito. O LPG também interage com a
proteina C reativa (PCR) desencadeando a fagocitose através do receptor de PCR
(OLIVIER et al., 2005).

Outra estratégia de sobrevivéncia utilizada por parasitos Leishmania é a inibicdo
de enzimas hidroliticas e outras moléculas destrutivas que sdo secretadas no
fagolisossomo. As peroxidoxinas e superoxido dismutase degradam derivados de nitrito
e radicais intermediarios reativos de oxigénio, que sdo as moléculas microbicidas mais
importantes (HOLZEMULLER et al., 2005).

Estudos recentes tém demonstrado a capacidade de algumas espécies de
Leishmania de resistir a acdo do burst oxidativo do macrdéfago, aparentemente
silenciando mecanismos de sintese de Oxido nitrico e espécies reativas de oxigénio
(HOLZEMULLER et al., 2005; SOUZA et al., 2010).



1.4 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma zoonose de animais silvestres, sendo o homem um
hospedeiro acidental que se infecta quando fémeas de insetos flebotomineos realizam
repasto sanguineo. O vetor transmite formas promastigotas ao hospedeiro vertebrado, o
qual podera desenvolver uma variedade de formas clinicas, que dependera da espécie e
da cepa do parasito, bem como da capacidade de resposta do organismo a infeccéo.

As principais formas clinicas das leishmanioses sdo as leishmanioses cutaneas,
leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose visceral. A variedade de leishmanioses
cutdneas e mucocutdnea no novo mundo compdem O que conhecemos como
leishmaniose tegumentar americana (LTA).

A LTA é uma doenca infecciosa, crbnica e ndo contagiosa. Apresenta-se com
um espectro de manifestacGes clinicas, incluindo a leishmaniose cutanea localizada
(LCL), leishmaniose mucocutanea (LMC), leishmaniose cutanea disseminada
Borderline (LCDB) e a leishmaniose cutanea anérgica difusa (LCAD). As principais
especies que causam a LTA no Novo mundo sdo Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia) panamensis, Leishmania
(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) mexicana (Fig. 4)
(HERWALDT, 1999; SILVEIRA et al., 2009).

As manifestacdes clinicas tipicas da LCL sdo as de uma lesdo ulcerada com
bordas elevadas, frequentemente localizada nos membros inferiores (CASTES et al.,
1993). A LMC é uma doenca degenerativa que afeta predominantemente a nasofaringe,
€ mais comum nas areas de transmissdo por Leishmania (V.) braziliensis e geralmente
ocorre meses ou anos apoés a infec¢do por LCL (CARVALHO et al., 1994). A LCDB é
caracterizada por lesbes multiplas e pleomorficas, acneiformes, papulosas ou lesdes
nodulares cutdneas em duas ou mais areas ndo contiguas do corpo (COSTA et al.,
1986). A LCAD consiste em uma forma rara de LTA que pode ser causada pelas
especies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L.) mexicana. (SILVEIRA, 2009).

As leishmanioses sdo consideradas como uma das seis doengas infecto-
parasitarias de maior importancia no mundo de acordo com a Organiza¢do Mundial da
Saude. Estdo presentes em 98 paises, em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e
Asia), com uma incidéncia anual de 1 a 2 milhdes de casos e representa um risco para

cerca de 350 milhGes de pessoas que vivem em areas de transmissdo. Na Ameérica



Latina a LTA representa um grave problema de saude publica, sobretudo no Brasil. H&
registros de sua ocorréncia na maioria dos estados brasileiros (Fig. 3-A) (WHO, 2014).
Em 2012 foram notificados 23.004 casos no pais, de acordo com o Ministério da Salde.
A regido Norte tem apresentado um aumento na incidéncia dos casos devido ao intenso
processo de exploragdo e ocupagdo da Amazonia, na qual foram notificados
aproximadamente 43% dos casos de LTA do Brasil em 2012, predominando nos estados
do Para, Amazonas, Rondonia e Acre. O Estado do Para € o que mais registra casos de
LTA na regido Norte, com 3.921, no Brasil, s6 é superado pelo estado da Bahia, o qual
registrou 4.249 casos em 2012. No estado do Pard a LTA apresenta elevada

endemicidade, com uma taxa de incidéncia anual superior a media nacional (Fig. 3-B)
(BRASIL, 2013).

Taxa de incidéncia da LTA

60 -

50

40 -

30 - m Brasil
B Para

20 -

10 -

0 -4

2008 2009 2010 2011 2012

Figura 3. Mapa mostrando a incidéncia da LTA na América latina no ano de 2012
(A) (WHO, 2014). Grafico comparando as taxas de incidéncia da LTA no Estado do
Para com a média nacional no periodo de 2008 a 2012 (B) (BRASIL, 2013).

1.4.1 Leishmanioses causadas por Leishmania. (L). amazonensis

A espécie Leishmania (L.) amazonensis ocorre em varios paises da América do
Sul, América Central e América do Norte, sobretudo na regido Amazo6nica. Geralmente
a doenca ¢ de baixa endemicidade com casos dispersos (WHO, 2010).



A LCL pode ser causada por varias espécies de ambos os subgéneros
Leishmania e Viannia. As lesdes podem ocorrer em qualquer parte do corpo, mas
geralmente se originam no local da inoculacdo dos parasitos pelo vetor. Neste local
surge uma macula, seguida por uma pépula que ulcera e se expande, formando uma
leséo arredondada em formato de cratera ou evolui como uma leséo nodular. As lesdes
podem se desenvolver semanas, meses ou mesmo anos apés a infeccdo. Na LCL
causada por Leishmania (L.) amazonensis predomina a resposta imune celular mediada
por linfécitos TCD4+, com perfil de citocinas do tipo Thl, atuam o interferon gama
(INF-y) e a interleucina 12 (IL-12) como citocinas pro-inflamatorias e a 1L-4 e 1L-10
como citocinas moduladoras da resposta inflamatoria (SILVEIRA et al., 2004).

A LCDB apresenta-se com inimeras lesdes nodulares ou ulceradas em extensas
areas do corpo, podendo ter de vinte a mais de cem lesdes cutaneas sem que haja o
envolvimento das mucosas. Na LCDB causada pela espécie Leishmania (L.)
amazonensis ha um equilibrio entre as respostas Thl e Th2 (SILVEIRA et al., 2009)

A LCAD ¢é ocasionada por uma imunossupressao celular especifica induzida
pela espécie Leishmania (L.) amazonensis, produzindo lesdes fechadas, tais como
papulas, nédulos e tubérculos que raramente sofrem ulcera¢es. Na LCAD o perfil de
expresséo de citocinas é predominantemente do tipo Th2, com elevada concentragéo de
anticorpos e baixas concentrac@es de INF-y e IL-12 (SILVEIRA, 2009).

A espécie Leishmania (L). amazonensis € conhecida por inibir a resposta
imunolégica da célula hospedeira subvertendo a maquinaria celular e modulando o
ambiente em seu favor. O parasito interfere nas vias de sinalizacdo intracelular da célula
hospedeira para evitar uma resposta imune efetiva (OLIVIER et al., 2005; MUKBEL et
al., 2007).

1.4.2 Leishmaniose causada por Leishmania. (V.) braziliensis

A ocorréncia da infeccdo pelo protozoario Leishmania (V.) braziliensis
compreende quase todos os paises da América do Sul e América Central, sobretudo em
regides tropicais. A infeccdo estd relacionada com atividades na selva, e
particularmente, com a destruicdo da floresta, a transmisséo ocorre durante todo o ano,
mas com flutuacbes sazonais. O risco de infeccdo € maior em grupos populacionais que
penetram a floresta, podendo ocorrer focos silvestres e peridomésticos (WHO, 2010).

A proporcao de individuos infectados que evoluem para a forma mucocuténea é
de 5%, apresentando a forma cutanea primaria e somente apds algumas semanas ou até
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mesmo anos que surgem as manifestacdes mucocutaneas da doenca. E causada
principalmente pelas espécies Leishmania (V.) braziliensis e Leishmania (V.)
panamensis, tendo a grande maioria de sua ocorréncia na Bolivia, Brasil e Peru. A
caracteristica peculiar destas espécies é que elas causam metéstases para outros tecidos
da mucosa da boca e trato respiratorio superior por disseminacdo linfatica ou
hematogénica. Condicdes semelhantes causadas por outras espéecies de Leishmania tém
sido relatadas em pacientes imunossuprimidos (FERREIRA; BORGES, 2002).

Na LCL causada por Leishmania (V.) braziliensis predomina uma resposta
imune mediada por linfécitos TCD4+, com perfil de ativacdo por citocinas do tipo Thl.
No entanto, a expressdo do INF-y por macrofagos infectados ¢ muito elevada, ao passo
que as citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 encontram-se em baixas concentragdes,
contribuindo para uma resposta imune celular exacerbada. Ja na LMC ocorre uma
resposta imune celular ainda mais severa, ocasionando necrose tecidual das mucosas
devido a intensa reacdo de hipersensibilidade (COUTINHO et al., 1996; SILVEIRA et
al., 2004).

Espectro clinico e imunopatélogico da LTA

Pélo imunolégico hiporreativo Pélo imunolégico hiperreativo

Leifh'f'a“i?se cutinea Leishmaniose cutinea i . Leishmaniose cutanea Leishmaniose
anérgica difusa (LCAD) disseminada (LCD) localizada (LCL) disseminada (LCD) mucocutinea (LMC)

Leishmania (L.) amazonensis Leishmania (V.) braziliensis

Figura 4. Representacdo esquematica do espectro clinico e imunolégico da LTA
evidenciando os polos de hipersensibilidade nas infeccdes pelas espécies Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis (SILVEIRA et al., 2009 - com

modificaces).



1.5 RESPOSTA MICROBICIDA

Apols realizar a fagocitose dos parasitos na camada basal da derme, os
macrofagos permanecem com um grande numero de parasitos vacuolizados. O
infiltrado de linfécitos e células plasméaticas aumenta progressivamente a medida que a
lesdo evolui. A eliminacdo dos parasitos é seguida pela destruicdo dos macr6fagos
infectados, com a liberagdo de amastigotas na derme ou zona subepidérmica, fazendo
com que ocorra a liquefacdo e ulceracdo da camada basal. Conforme a leséo se expande,
aumenta a area de necrose, com aumento de células polimorfonucleares na zona central,
e numerosos linfocitos na periferia (WHO, 2010).

Durante o periodo de destruicdo ativa dos parasitos, sdo visualizadas alteracdes
teciduais agudas, como edema superficial na derme, danos ao colageno e elastina com
aumento de reticulina seguido por fibrose. O perfil das citocinas Thl e Th2 é muito
varidvel e depende da maneira como 0 protozoario parasita interage com a célula
hospedeira.

Nas leishmanioses a resposta imune é predominantemente mediada por células,
as quais podem atuar com a funcéo protetora ou ativando intensa resposta inflamatoria.
Os linfécitos T com fenétipo CD4+ tipo Thl produzem INF-y, fator de necrose tumoral
(TNF-a) e diversas citocinas que estimulam a ativagdo de macrofagos e a destruicdo dos
parasitos. Enquanto que os linfécitos CD4+ do tipo Th2 produzem citocinas que inibem
a ativacdo de macrofagos e levam ativacdo de linfocitos B que produzem anticorpos,
principalmente das classes 1gG e IgE (WHO, 2010). Acredita-se que as citocinas do tipo
Th1 sejam determinantes para a resisténcia ao parasito, enquanto que as citocinas Th2
estejam relacionadas a suscetibilidade a doenca (SILVEIRA et al., 2004).

Dentre os mecanismos microbicidas, destacam-se a ativacdo de enzimas liticas,
producdo de citocinas e ativacdo do burst oxidativo, que tem a finalidade de
potencializar a atividade de enzimas como a NADPH-oxidase, mieloperoxidase e 6xido
nitrico sintase (ASSCHE et al., 2011).

Os mecanismos de agdo do NO em Leishmania ndo sdo bem esclarecidos, no
entanto, acredita-se que esta molécula atue em conjunto com espécies reativas de
oxigénio (ROS) causando danos ao DNA, proteinas e lipidios do parasito. O NO pode
ligar-se covalentemente ao ferro intracelular e com grupamentos protéicos que

contenham ferro (por exemplo, complexo | e Il da cadeia de transporte de elétrons
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mitocondriais) e inativar e degradar estas enzimas, cessando a replicagcdo do parasito
(GENESTRA et al., 2003).

Em infec¢Oes cutaneas causadas por algumas espécies de Leishmania, como por
exemplo, Leishmania (L.) major, geralmente ocorre cura espontanea das lesdes. Esta
cura é atribuida a atuacdo das células T CD4+ tipo Thl, da IL-12, do INF-y ¢ da
atividade da iNOS (6xido nitrico sintase induzida) . Macrofagos ativados sintetizam IL-
12, que induzem linfocitos T CD4+ a produzir INF-y e estimulam os macrofagos a
liberar TNF-a, estas citocinas atuam em sinergia para induzir a ativagdo da NOS
(BOGDAN et al., 2000 B).

Macrdéfagos ativados por linfocitos T CD4+ tipo Th2 expressam uma gama de
citocinas anti-inflamatdrias (TGF-B, IL-4, IL-10 e 1L-13), tornando-se permissivos para
0 desenvolvimento do parasito. No entanto, a IL-10 também atua para evitar uma
resposta pré-inflamatoria excessiva, impedindo a sintese de citocinas por células Thi,
especialmente 0 INF-a. (BALANA-FOUCE et al., 2011).

Em modelos murinos infectados com Leishmania (L.) major, existe uma clara
dicotomia entre a resposta Thl e Th2. Quando a leishmaniose cutanea (similar ao
modelo humano) induz resposta do tipo Thl, associada a um alto nivel de INF-y e
baixos niveis de IL-4, ocorre cura espontanea seguida de protecdo contra o parasito. No
entanto, quando a infeccdo induz resposta do tipo Th2, associada a baixos niveis de
INF-y e elevados niveis de IL-4, a doenga evolui para a letalidade. Este padrdo de
resposta ainda ndo é bem definido na leishmaniose humana (ROSTAMI et al., 2010).

Apesar dos potentes mecanismos leishmanicidas do macrofago, o parasito pode
infectar e se multiplicar nestas células. Um importante fator para a infeccdo é que as
células parasitadas parecem ser menos sensiveis a ativacéo por citocinas, como o TNF-
a. Além disso, macrofagos infectados in vitro por Leishmania (L.) amazonensis ou
Leishmania (V.) braziliensis produzem TGF-B, um inibidor da sintese de NO. A
capacidade de inibir a atividade da iNOS constitui um importante mecanismo de evasdo
do parasito (BALESTIERI et al., 2002).
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1.6 OXIDO NITRICO E OXIDO NITRICO SINTASE

O oxido nitrico (NO) é uma molécula gasosa pequena e simples, que tem
potencial toxico devido a presenca de radical livre. Esta presente no ar atmosférico em
pequenas quantidades e quando diluido, o NO tem uma meia vida média de 10
segundos, devido a sua rapida oxidacdo a nitratos (NOj3’) e nitritos (NO). Portanto, as
dosagens de nitratos e nitritos indicam a producdo indireta de NO, sendo estas
moléculas denominadas reativos intermediarios de nitrogénio. O NO também tem
afinidade pela hemoglobina e outras hemeproteinas interrompendo sua funcionalidade
(LOWENSTEIN; SNYDER, 1992).

O NO pode atuar em varios sistemas fisiologicos, tais como na contracao
muscular, agregacdo plaquetaria e como neurotransmissor, podendo também ter acbes
enddcrinas, autdcrinas e paracrinas. A sua ac¢do na imunoregulacdo se faz presente nos
processos inflamatorios e nos mecanismos de autoimunidade (FLORA FILHO et al.,
2000).

Na figura 4, observa-se a reacao quimica classica de formacao do NO a partir do
aminoacido L-arginina pela acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). A oxidagdo da
L-arginina pela NOS ocorre na presenca da nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato-
hidrogénio (NADPH), calcio idnico (Ca*?) e oxigénio molecular (O (DAFF, 2010).

L-Arginina T)» L-Citrulina + Oxido Nitrico
C
NH:z o
| I
C — NH2z+ C— NHz+
| NADPH  NADP |
N|H 02 N\, 0 N|H , N=0
(CHs)2 CNOS ative (CHa)2
| TCa++ |
C|H—COO- CH—CO0O0O-
|
NH:+ NHs+

Figura 5. Desenho esquematico da reacdo quimica de oxidacdo da L-arginina pela

acdo da enzima oxido nitrico sintase produzindo a L-citrulina e uma molécula de

oxido nitrico (DAFF, 2010 — Com adaptagdes).
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A L-arginina ¢ um aminoacido essencial para os mamiferos, produzida pelo
organismo, mas em quantidades insuficientes. A L-arginina é utilizada no ciclo da uréia,
na sintese de creatinina e fornece ornitina para a sintese de poliaminas. Como a
necessidade de L-arginina é constante, sua neo sintese ocorre nos tdbulos proximais
renais a partir da citrulina (KONTUREK; KONTUREK, 1995).

As enzimas Oxido nitrico sintases (NOS) sdo hemeproteinas da familia
citocromo p450-like, que possuem trés isoformas descritas, sendo duas formas
constitutivas (cNOS) e uma forma induzivel (iNOS). Estas isoformas séao
estruturalmente semelhantes, no entanto séo reguladas por mecanismos diferenciados
(FLORA FILHO et al., 2000).

O Oxido nitrico € um importante componente ativo envolvido na morte de
Leishmania em macrofagos ativados por citocinas. No entanto, a atuagdo leishmanicida
da enzima NOS da célula hospedeira também depende da participagdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS). Juntos, ROS e NO constituem uma importante ferramenta
leishmanicida (DEGROSSOLI et al., 2011).

Macréfagos totalmente ativados podem utilizar a L-arginina como substrato para
a sintese de NO pela ativacdo da enzima NOS, no entanto quando os macréfagos estdo
parcialmente ativados, a L-arginina é preferencialmente utilizada para a sintese de
poliaminas pela ativacdo da enzima arginase, podendo aumentar a persisténcia e
replicacdo do parasito. Quando macrofagos sdo estimulados por citocinas Thl (INF-y,
TNF-a), ligantes de receptores toll-like e LPS, ocorre o catabolismo da L-arginina pela
INOS para a producdo de NO, ao passo que as citocinas Th2 (IL-4, IL-10, IL-13 e 0
TGF-B) induzem a expressdo de arginase, convertendo L-arginina em poliaminas
(WANASEN; SOONG, 2009).

As NOS de mamiferos possuem dois dominios de atividade, o dominio
oxigenase e o dominio redutase. No dominio redutase liga-se 0 NADPH que transfere
elétrons para que possa se formar o sitio de ligacdo da calmodulina e ativar o dominio
oxigenase, o qual sintetiza 0 NO (DAFF, 2010).

Em organismos mamiferos a producdo de NO é feita por trés isoformas distintas
da enzima NOS: a nNOS (ou tipo 1), a iNOS (ou tipo 2) e a eNOS (ou tipo 3). S&o
produtos de genes diferentes, com localizacdo, regulacdo e propriedades cataliticas
distintas. As isoformas constitutivas (nNOS e eNOS) sdo dependentes de calcio,
enquanto que a iINOS independe. No entanto isto é valido para mamiferos, ndo sendo
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regra para outras espécies, as quais 0 mecanismo de regulacdo da enzima NOS ainda
ndo esta devidamente esclarecido (ALDERTON et al., 2001).

A nNOS ¢ predominantemente expressa de uma forma constitutiva no sistema
nervoso central e sistema nervoso periférico, onde estd envolvida em processos
fisioldgicos e patolégicos da neurotransmissdo. A mtNOS (ou bNOSa) ¢ encontrada em
células hepaticas, cérebro, coracdo, musculos, rins, pulmao, testiculo e baco. A mtNOS
ndo é considerada uma nova isoforma da enzima NOS, mas sim uma variante de nNOS,
porém com modifica¢fes pos-traducionais. A producéo de NO pela mitocondria modula
0 consumo de O, da organela pela inibicdo competitiva da citocromo-oxidase, e como
consequiéncia modula a producdo de radicais livres de oxigénio (ELFERING et al.,
2002).

A nNOS é uma enzima inteiramente citosolica, ao contrario de eNOS que é
primariamente ancorada a membrana (ZHOU; ZHU, 2009). Outra isoforma, a eNOS
(ou tipo 3), foi originalmente descoberta no sistema cardiovascular e sua producao e
liberacdo é realizada por células endoteliais com a finalidade de promover acéo
homeostatica, como regular a pressdo arterial e inibir a agregacdo plaquetaria.
Posteriormente, alguns estudos tém evidenciado o papel da eNOS durante a resposta
imune, mostrando que o NO derivado de eNOS é capaz de impedir a adesdo e
transmigracdo vascular de leucocitos. E também foi demonstrado que citocinas e
produtos microbianos sdo capazes de regular a expressdo de eNOS em células
endoteliais, epiteliais e astrocitos (FRITZSCHE et al., 2010).

A INOS desempenha um papel relevante no sistema imunologico, onde exerce
funcdo antiviral, antimicrobiana, tumoricida e imunoregulacio. E regulada por citocinas
e produtos microbianos, 0s quais aceleram sua transcricdo e sua atividade catalitica,
bem como alteram sua localizagdo intracelular. E expressa principalmente por fagocitos
profissionais, como o macréfago (BOGDAN et al., 2000 B). A iNOS se liga a
calmodulina mesmo em baixas concentracGes de célcio, ndo se dissociando facilmente,
logo sua atividade € mais duradoura comparada a atividade das isoformas constitutivas
(DAFF, 2010).

A presenca das enzimas NOS em protozoarios parasitas foi inicialmente descrita
em Trypanosoma cruzi por Paveto e colaboradores (1995). Em seguida foi demonstrado
que o aumento da motilidade em epimastigotas estava relacionada a producdo de NO
(PEREIRA et al., 1997). Posteriormente, foi comprovado que a enzima NOS em T.
cruzi também utiliza o substrato L-arginina (PIACENZA et al., 2001). Genestra e
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colaboradores (2003) identificaram que Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.)
braziliensis e Leishmania (L.) infantum chagasi sdo capazes de produzir NO em cultivo.
Posteriormente (2006), este mesmo grupo relatou a presenca de uma isoforma

constitutiva da enzima NOS nestes parasitos.

1.7 A ENZIMA ARGINASE E OS GLICOSSOMOS

A L-arginina é o aminoacido precursor para a biossintese de poliaminas na
maioria dos organismos Vvivos, incluido o parasito Leishmania. Para isto € necessario
que este aminoacido seja hidrolisado pela enzima arginase. As poliaminas atuam de
duas formas em tripanossomatideos, estdo envolvidas na proliferagdo inicial do parasito
dentro da célula hospedeira e atua ligada a glutationa na limpeza de radicais livres de
enxofre (BALANA-FOUCE et al., 2011)

A arginase é uma metaloproteina dependente do fon manganés (Mn*") que
utiliza o amino&cido L-arginina como substrato para produzir L-ornitina e uréia no ciclo
da uréia em células mamiferas. Em protozoarios Leishmania, a arginase contribui para a
sintese de L-ornitina, que € um dos precursores da sintese de poliaminas.

A arginase em Leishmania (L.) amazonensis possui uma sequencia C-terminal
de aminodcidos (SKL) que garante seu enderecamento ao glicossomo. A
compartimentalizagdo desta enzima é importante para seu crescimento e infectividade
(DA SILVA et al., 2012).

A L-arginina se liga preferencialmente com a enzima arginase no glicossomo,
devido sua elevada afinidade, no entanto caso a reagdo da L-arginina aconteca com a
enzima NOS, ocorre a producdo do intermediario OH-ARG que atua como um inibidor
da arginase, portanto a ativacdo da enzima NOS implica na inibicdo da enzima arginase
(KROPF et al., 2005).

Os glicossomos sdo organelas citoplasmaticas presentes nos tripanossomatideos
formados por uma bicamada fosfolipidica e ndo possuem conteddo genético. Tem a
funcdo de armazenamento de algumas enzimas da via glicolitica, armazenamento e
oxidacdo de aminoacidos, beta-oxidacdo de &cidos graxos e acumulo de compostos
toxicos (PARSONS, 2004).

As principais vias metabolicas e enzimas estudadas como alvos para o

desenvolvimento de novos farmacos contra tripanossomatideos sdo: enzimas envolvidas
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na via glicolitica, sintese de poliaminas, sintese de arginase, sintese de 6xido nitrico,
biossintese de esterois, sintese de folato, sintese de microtdbulos, DNA topoisomerase,
cisteina proteinase, hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase e superéxido dismutase
(MELOS; ECHEVARRIA, 2012).

Uma importante enzima da via glicolitica armazenada em glicossomos é a
gliceraldeido-3-fosfasto desidrogenase (GAPDH), que exerce papel significativo no
controle do fluxo glicolitico. A GAPDH funciona também como um importante
marcador glicossomal.

Por serem organelas exclusivas de tripanossomatideos, 0s glicossomos sao

promissores alvos para o desenvolvimento de quimioterapicos alternativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar comparativamente a presenca da forma constitutiva da enzima Oxido
Nitrico Sintase (CNOS) e a producdo de 6xido nitrico em protozoarios das espécies

Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Detectar a producdo de NO em promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e

Leishmania (V.) braziliensis.

= Colocalizar a enzima cNOS com GAPDH em glicossomos presentes em

Leishmania (L) amazonensis e Leishmania (V) braziliensis.

= Localizar ultraestruturalmente a enzima cNOS em Leishmania (L.) amazonensis e

Leishmania (V.) braziliensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO E MANUTENGCAO DE PROMASTIGOTAS

Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e
Leishmania (V.) braziliensis (MHOM/BR/1999/M17593) foram obtidas em meio NNN
através do Programa de Leishmaniose do Instituto Evandro Chagas. Os parasitos foram
cultivados em meio RPMI 1640, suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e
10% de GPPS (Glutamina 0,2 M; éacido piravico 0,0125M; penicilina/estreptomicina
1%) e mantidos em 27 °C em estufa B.O.D. O repique foi realizado durante a fase
logaritmica de crescimento de cada espécie. Para as andlises, foram utilizadas

promastigotas em fase estacionaria.

3.2 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NiTRICO

O 4-Amino-5-Metilamino-2’,7’-Difluorofluoresceina (DAF-FM) é um marcador
fluorescente que se liga irreversivelmente ao 6xido nitrico, o produto da reacdo é um
composto benziotriazol que, excitado em um comprimento de onda de 495 nm, emite
fluorescéncia com pico de 515 nm (fluorescéncia verde).

Para andlise as células foram centrifugadas a 1.500 rpm por 10 minutos e
ressuspendidas em solucdo de PBS pH 7,2. Em seguida, essas células foram
centrifugadas novamente a 1.500 rpm por 10 minutos e incubadas por 30 minutos com
10 mM de DAF-FM. Posteriormente as células foram centrifugadas novamente e
ressuspendidas em PBS, foram levadas ao citometro de fluxo (BD FACSCantoll™)
submetidas a um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm. Os dados foram obtidos
utilizando o software BD FACSDiva®. Um total de 10.000 eventos foram coletados
para cada amostra e analisados com auxilio do programa WinMDI 2.9. Os experimentos
foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagens.

Foi feita marcacdo com lodeto de propidio (IP) por 5 minutos para que fosse
obtido o percentual de células mortas.

As células foram tambeém aderidas em laminulas cobertas com 0.1% de poli-L-

lysina, e analisadas em Microscopio Laser Confocal LSM 5 Pascal Zeiss.
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3.3 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.)
braziliensis foram fixadas com 4% de paraformaldeido em tampdo PHEM 0,1 M, pH
7.2 por um periodo de 30 minutos e posteriormente aderidas em laminulas cobertas com
0,1% de poli-L-lysina, as células foram permeabilizadas com 0,1% de Triton-X 100
durante 30 minutos. Posteriormente, as células foram lavadas com tampéao PBS com 1%
de Soro Albumina Bovina (PBS-BSA 1%) por 10 minutos e incubadas por 1 hora com
50mM de NH4CI, em seguida foi feita lavagem em PBS-BSA 1%. Foi realizada dupla
marcacdo para colocalizacdo da enzima cNOS com organelas glicossomais. Para isto,
foram utilizados anticorpos policlonais anti-cNOS produzido em rabbit e anti-GAPDH
produzido em goat (C-terminal) para marcagdo glicossomal (ambos Sigma), cada um foi
incubado por 1 hora em temperatura ambiente com diluicdo 1:100 em PBS-BSA 1% e
posteriormente a segunda incubacdo com os anticorpos secundarios Alexa-Fluor 594
nm anti-rabbit (Molecular Probes®) para enzima cNOS e Alexa-Fluor 488 nm anti-goat
(Molecular Probes®) diluido 1:100 no mesmo tampao. As laminulas foram montadas
em laminas contendo ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes®), e
analisadas em Microscopio Laser Confocal LSM 5 Pascal Zeiss. Como controle

negativo foi feita a omissao dos anticorpos primarios.

3.4 IMUNOLOCALIZACAO DA ENZIMA cNOS

Para imunolocalizacdo da enzima cNOS por MET, foi utilizado amostras
incluidas em resina hidrofilica Unycril®. As células foram fixadas com solucdo de
fixacdo (glutaraldeido 0,1%, paraformaldeido 4%, sacarose 2,5% e &cido picrico 0,2%
diluidos em tampdo PHEM 0,1M) por 1 hora, em seguida lavadas com tampdo PHEM
0,1M, incubadas com solucdo de 50 mM de NH4CI por 30 minutos, desidratadas com
metanol 30%, 50%, 70% e 90% por 1 hora cada, infiltradas com resina Unycril® e
incluidas em capsulas proprias a -20°C sob incidéncia de luz ultravioleta por 3 dias.
Posteriormente os cortes ultrafinos foram obtidos em ultramicrotomo (Leica EM UC6)
em grades de niquel.

Os cortes ultrafinos obtidos foram incubados com solugdo 50 mM de NH,CI por

30 minutos para bloquear sitios inespecificos de liga¢do. Posteriormente incubados com
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solugcdo de PBS-BSA 1% e Tween20 a 0,01% durante uma hora. Em seguida as
amostras foram incubadas com o anticorpo primario anti-cNOS produzido em rabbit
diluido em PBS-BSA 1% e Tween20 a 0,01% durante uma hora. Foram feitas trés
lavagens com PBS-BSA 1% e Tween20 durante 5 minutos cada. Posteriormente
incubadas com o anticorpo secundario IgG complexado com particulas de ouro coloidal
de 10nm de didmetro durante uma hora, em seguida lavagens com PBS-BSA3%, PBS-
BSA 1% e PBS comum e duas lavagens com agua destilada, todas as lavagens feitas
durante 10 minutos cada. As amostras foram contrastadas com acetato de uranila 5%
por 20 minutos e citrato de chumbo por 5 minutos. A analise feita em microscopio
eletrénico de transmissdo EM 906 LEO (UFPA) e EM 900 Zeiss (UFRJ).
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4 RESULTADOS

4.1 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO

A quantificacdo da produgdo de dxido nitrico € uma forma de se detectar a
atividade da enzima cNOS in vitro. Utilizando o marcador DAF-FM para mensurar a
producdo de NO por citometria de fluxo em promastigotas de Leishmania (L.)
amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis, podemos observar que ambas as espécies
apresentaram atividade da enzima cNOS. No entanto, Leishmania (L.) amazonensis
apresentou reatividade da enzima cNOS significativamente maior quando comparado
com Leishmania (V.) braziliensis (Fig.6 A).

Quando analisada a intensidade média de fluorescéncia (IMF), obtivemos o
valor de 18,89 para Leishmania (V.) braziliensis, enquanto que para Leishmania (L.)
amazonensis este valor foi de 92,17 (Fig.6B). Desta forma podemos concluir que a
atividade da enzima cNOS é maior na espécie Leishmania (L.) amazonensis do que na
espécie Leishmania (V.) braziliensis.

O padrdo de marcacdo em promastigotas também foi visualizado por
microscopia, evidenciando em verde a marcacdo de NO pelo DAF-FM e em vermelho a

marcacdo de células mortas pelo iodeto de propidio (Fig. 7).
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Figura 6. Citometria de fluxo para quantificacdo da producdo de NO. Em A,
podemos observar o histograma comparando a marcacdo com DAF-FM em
Leishmania (L.) amazonensis (La) e Leishmania (V.) braziliensis (Lb) para um total
de 10.000 eventos. Em B, o grafico mostrando a intensidade média da fluorescéncia

(IMF) do DAF-FM para cada espécie de Leishmania.

20 pm

Figura 7. Microscopia de fluorescéncia evidenciando a producdo de NO em
Leishmania (L.) amazonensis pela marcacdo com DAF-FM (fluorescéncia verde) e a

marcacao de células mortas com lodeto de propidio (fluorescéncia vermelha).
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4.2 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA

Nos ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando os anticorpos policlonais
anti-cNOS e anti-GAPDH (para marcacao de glicossomos), foi possivel observar que as
formas promastigotas das espécies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.)
braziliensis expressaram a enzima cNOS em corpos esféricos no citoplasma. A
marcagdo com o anticorpo anti-GAPDH permitiu comprovar a co-localizacdo da enzima
cNOS em compartimentos glicossomais tanto em Leishmania (L.) amazonensis (Fig. 8)

quanto em Leishmania (V.) braziliensis (Fig. 9).
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Leishmania (L.) amazonensis

Figura 8. Ensaio de imunofluorescéncia indireta para deteccdo da enzima cNOS e

marcacdo de glicossomos em Leishmania (L.) amazonensis. Nos quadrantes
superiores observamos a marcacdo individual de cada anticorpo. No ultimo
quadrante (merge) podemos observar a sobreposicdo das imagens evidenciando a co-

localizacdo da enzima cNOS em organelas glicossomais.
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Leishmania (V.) braziliensis

Figura 9. Imunofluorescéncia indireta para deteccdo da enzima cNOS em

glicossomos de Leishmania (V.) braziliensis. Nos quadrantes superiores observamos
a marcacdo do anti-GAPDH (A) e anti-cNOS (B). No ultimo quadrante (merge)
sobreposicdo das imagens evidenciando a co-localizagdo da enzima cNOS em

organelas glicossomais (setas).
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4.3 IMUNOLOCALIZACAO DA ENZIMA cNOS

Para localizar a enzima cNOS por MET, foi utilizada marcacéo desta enzima com
anticorpo primario anti-cNOS e o anticorpo secundario complexado a particulas de ouro
coloidal. Para realizacdo deste experimento, foi feito processamento para microscopia
eletrénica de transmissdo utilizando resina hidrofilica Unycril e posteriormente a
Imunomarcacgao em corte.

Desta forma, foi possivel detectar a presenga da enzima cNOS em promastigotas
de Leishmania (L.) amazonensis (Fig. 10) e em Leishmania (V.) braziliensis (Fig. 11).
Em ambas as espécies podemos observar que a distribuicdo intracelular da enzima
cNOS se deu principalmente em regiGes proximas a vesiculas e na mitocondria.
Pequenos aglomerados de particulas de ouro coloidal que parecem estar se fusionando

com vesiculas sugestivas de glicossomos.
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Figura 10. Localizacdo ultraestrutural da enzima cNOS em promastigotas de
Leishmania (L.) amazonensis. As setas mostram a presenca desta enzima préxima a

uma estrutura vesicular e no interior da mitocondria.
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Tpum

Figura 11. Localizagdo ultraestrutural da enzima cNOS em Leishmania (V.)

braziliensis. As setas mostram a presenca das particulas de ouro coloidal proximas a

estruturas vesiculares semelhantes a glicossomos e no interior da mitocéndria.
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5 DISCUSSAO

Para que os parasitos do género Leishmania possam se multiplicar no interior de
macrofagos do hospedeiro de mamifero e estabelecer a infec¢do, € necessario que
existam mecanismos capazes de burlar o sistema imune (BOGDAN et al., 2000 B). Seja
inibindo a maquinaria celular (OLIVIER et al., 2005), ou pela sintese de moléculas
como o NO, as quais podem modular a resposta do hospedeiro (GENESTRA et al.,
2003).

Neste trabalho detectamos a producdo de NO em promastigotas de Leishmania
(L.) amazonensis e Leishmania. (V.) braziliensis pela citometria de fluxo utilizando o
DAF-FM. No entanto, detectamos atividade significativamente maior da enzima cNOS
em Leishmania (L.) amazonensis (aproximadamente 5 vezes maior) quando comparada
com a producdo de NO em Leishmania (V.) braziliensis.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Sarkar e colaboradores
(2010) ao utilizar citometria de fluxo para avaliar a fluorescéncia do DAF2DA
(marcador fluorescente para NO) em varias espécies de Leishmanias. Estes autores
observaram uma producéo de NO seis vezes maior em Leishmania (L.) amazonensis do
que a producdo de NO em Leishmania (V.) braziliensis.

Genestra e colaboradores (2003) utilizando o método de Griess para dosagem do
nitrito (forma indireta de se detectar a producdo de NO) mostraram que Leishmania. (L.)
amazonensis, Leishmania. (V.) braziliensis e Leishmania. (L.) i. chagasi produzem NO
nas primeiras 96 horas de cultivo in vitro. A producdo de nitrito em Leishmania (L.)
amazonensis nao foi tdo expressiva quanto na espécie Leishmania (V.) braziliensis, a
qual apresentou producdo de NO significativamente maior.

Basu e colaboradores (1997) foram um dos primeiros a isolar a enzima NOS em
protozoarios Leishmania utilizando a espécie Leishmania (L.) donovani. Devido
semelhancas na cinética enzimatica e a utilizacdo de cofatores (NADPH e a
dependéncia de célcio para ativacao), o trabalho sugere que a isoforma encontrada tem
alta similaridade com a isoforma NOS tipo 1 encontrada em mamiferos.

Apesar das evidencias que 0s protozoarios Leishmania e Trypanosoma
sintetizam NO em baixas concentragdes a partir da L-arginina por uma NOS
constitutiva, nenhum gene ortélogo semelhante a NOS constitutiva ou induzida de
mamiferos foi encontrado na base de genes dos tripanossomatideos. Entretanto, o gene

que codifica a arginase ja foi identificado no genoma de Leishmania (L.) major,
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Leishmania (L). i. chagasi, Leishmania (V.) braziliensis, Trypanosoma brucei e
Trypanosoma cruzi (BALANA-FOUCE et al., 2011).

Genestra e colaboradores (2006) demonstraram que a espécie Leishmania (L.)
amazonensis € capaz de produzir NO utilizando uma isoforma constitutiva da enzima
Oxido nitrico sintase (NOS), que atua competindo pelo substrato L-arginina com a
isoforma iINOS presente em macrofagos humanos.

Os tripanossomatideos ndo possuem uma via biosintética do aminoacido L-
arginina, por isso estes parasitas dependem do hospedeiro para sua captagdo. Este
aminoacido é capturado do citosol da célula hospedeira e translocado para o interior do
parasito por receptores transmembrana da familia y+ (proteinas catidnicas responsaveis
pela captacdo de aminoacidos), muito semelhante as proteinas da familia CAT que
fazem a captacdo de aminoacidos em células de mamiferos. (ROBERTS et al., 2004;
BALANA-FOUCE et al., 2011). Portanto, a produg&o de NO in vitro por promastigotas
de Leishmania provavelmente se deve ao consumo da L-arginina presente no meio de
cultura.

Os aminoacidos e aglcares podem ser utilizados como fontes de energia para o
parasito, tais compostos podem ser metabolizados em glicossomos e mitocondrias.
Glicossomos sdo estruturas delimitadas por membrana, onde h& metabolizacdo e
degradacdo de acUcares. Pouco se sabe sobre a funcionalidade desta organela, mas
estudos demonstraram que sua presenca é abundante em amastigotas (OPPERDOES;
COOMBS, 2007).

A L-arginina esta envolvida em um processo crucial durante a infeccdo por
Leishmania, pois pode atuar tanto como substrato para a sintese de NO e intensificar o
potencial leishmanicida da célula hospedeira, quanto atuar como substrato para a
enzima arginase sintetizando poliaminas (WANASEN; SOONG, 2009).

Em infeccOes onde prevalece a resposta tipo Th2, macrdéfagos induzem a
arginase a sintetizar poliaminas e inibem a producdo de NO a partir da L-arginina,
promovendo assim a proliferacdo do parasita. Por outro lado o perfil de resposta Thl
estd ligado a inducdo da iNOS e eliminacdo do parasita. Em mamiferos a inducdo de
uma destas enzimas implica na supressdo da outra devido a deplecdo do substrato
(WANASEN; SOONG, 2009; BALANA-FOUCE et al., 2011).

Neste trabalho também foi possivel detectar e localizar a enzima cNOS em
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis. Nos

ensaios de imunofluorescéncia indireta foi observado que ambas as espécies séo capazes
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de expressar a enzima cNOS em regides do corpo celular onde também foi possivel
detectar a presenca da enzima GAPDH (marcador glicossomal).

Tendo a necessidade de visualizar a localizacdo subcelular da enzima cNOS em
promastigotas de Leishmania, foi realizada a imunolocalizacdo por microscopia
eletronica de transmissdo (MET). Desta forma foi possivel identificar a enzima cNOS
presente em pequenas vesiculas citoplasmaticas e também em mitocondrias. Esta
disposicdo mostra-se semelhante a localizacdo da enzima arginase em glicossomos, a
qual também utiliza o substrato L-arginina capturado por esta organela do parasita.

Da Silva e colaboradores (2008) utilizaram anticorpos fluorescentes especificos
para glicossomos e arginase, comprovando a co-localizacdo subcelular da enzima
arginase em glicossomos de Leishmania (L.) amazonensis. Desta maneira, € possivel
que a ctNOS tambeém esteja presente nesta organela competindo com a enzima arginase
pelo substrato L-arginina.

A compartimentalizacdo das enzimas cNOS e arginase é essencial para 0s
parasitos, pois a captacdo da L-arginina para o glicossomo cria um ambiente com
elevada concentracdo do substrato, propiciando um o6timo funcionamento destas
enzimas (BALANA-FOUCE et al., 2011).

Evidéncias recentes indicam que a enzima iNOS é recrutada para a membrana
do recém formado vacuolo parasitoforo, em um processo critico para a agdo microbicida
do NO. A espécie Leishmania (L.) amazonensis é capaz de aumentar o vacuolo
parasitéforo, reduzindo a concentracdo de NO que entra em contato com o parasito. Por
outro lado, Leishmania (L.) major, que habita em vacuolos parasitéforos menores
parece ser mais suscetivel a acdo microbicida do NO (WILSON et al., 2008).

Esta capacidade de aumentar o vactolo parasitoforo parece estar relacionada
com 0 mecanismo de evasdo do parasita a acdo do NO. Sabendo-se que Leishmania (L.)
amazonensis também é capaz de produzir NO em baixas quantidades por uma NOS
constitutiva capturando o substrato da célula hospedeira, € possivel que exista uma
correlacdo entre a capacidade de sobrevivéncia deste parasita com a producdo de NO. A
producdo de NO em maiores concentragcdes, por esta espécie, pode representar uma
tentativa do parasita em modular a resposta microbicida exacerbada, através da deplecéo
do substrato L-arginina.

Souza e colaboradores (2010) observaram que em isolados de pacientes com
Leishmania (V.) braziliensis existe uma correlagdo entre a capacidade de resistir a acao

do NO com a de resistir a terapia por antimoénios. Além disso, Holzemuller e
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colaboradores (2005) observaram que Leishmania (L.) i. chagasi resistente ao
antimonial trivalente in vitro também ¢é mais resistente a um doador de NO exdgeno e a
morte celular no interior de macréfagos.

Nossos resultados sugerem que a producdo de NO por diferentes espécies de
Leishmania possa modular a producdo de NO da célula hospedeira, capturando o
substrato L-arginina e privando o macrofago de sintetizar seu NO reativo. Este
mecanismo pode estar relacionado com a capacidade do protozoario em resistir a

resposta microbicida do macrdfago e assim direcionar o curso da doenca.
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6 CONCLUSOES

= As espécies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (V.) braziliensis sdo

capazes de produzir NO in vitro através de uma forma constitutiva da NOS.

= A espécie Leishmania (L.) amazonensis produziu maior quantidade de NO em

comparacdo com a espécie Leishmania (V.) braziliensis.

= A enzima cNOS estd presente em organelas glicossomais de promastigotas de
ambas as espécies de Leishmania.
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