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Resumo

No Brasil a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose visceral (LV) sao
endémicas e amplamente distribuidas, sendo a LT frequentemente associada
com as espécies Leishmania (Leishmania) amazonensis e L. (Viannia)
braziliensis, enquanto a forma visceral € causada por L. (L.) infantum. As
formas clinicas sdo determinadas por fatores do parasito e do hospedeiro,
dentre estes se destaca a resposta imune. A arginase e a oxido nitrico sintase
induzivel (iINOS) sdo enzimas que compartilham do mesmo substrato, a L-
arginina, para produzir dentre outros compostos L-ornitina e 6xido nitrico (NO),
respectivamente. Além da sua funcdo na formacéo de substratos importantes
para a proliferacdo de células parasitarias e hospedeiras, a arginase se
destaca por desempenhar um papel regulatorio na disponibilidade de L-arginina
nas células que a expressam, podendo contribuir para o estabelecimento da
infeccdo por Leishmania spp. Nesse sentido, foi nosso objetivo avaliar a
abundéancia e os niveis de atividade da arginase em L. amazonensis, L.
braziliensis, L. infantum, e também em macréfagos infectados por estes
parasitos, além de associar com a carga parasitaria. Inicialmente, a
abundéancia e a atividade da arginase foi determinada em cada espécie nas
formas promastigotas. Foi observado que L. amazonensis apresentou 2,6
vezes maior abundancia de arginase quando comparada as espécies L.
braziliensis e L. infantum. Além disso, 0s niveis de atividade da arginase
também foram maiores em promastigotas prociclicas e metaciclicas de L.
amazonensis quando comparadas com L. braziliensis e L. infantum. Em
seguida, mensuramos a atividade de arginase, producdo de NO e carga
parasitaria em macrofagos infectados pelas espécies estudadas. Nao foi
observada diferenca significativa entre os niveis de atividade enzimatica da
arginase, de producdo de NO ou no indice de infeccdo entre macrofagos
infectados pelas trés espécies estudadas. Nossos dados demonstram que
maior abundancia e atividade de arginase em promastigotas de L.

amazonensis nado influencia na infeccdo de macréfagos “in vitro”.



Abstract

In Brazil, tegumentary leishmaniasis (LT) and visceral leishmaniasis (LV) are
endemic and widely distributed, and LT is frequently associated with the
species Leishmania (Leishmania) amazonensis and L. (Viannia) braziliensis,
whereas the visceral form is caused by L. (L.) Infantum. Clinical forms are
determined by parasite and host factors, among which the immune response is
highlighted. Arginase and inducible nitric oxide synthase (INOS) are enzymes
that share the same substrate, L-arginine, to produce among other compounds
L-ornithine and nitric oxide (NO), respectively. In addition to its role in the
formation of important substrates for the proliferation of parasite and host cells,
arginase plays a key role in the availability of L-arginine in the cells expressing
it, and may contribute to the establishment of Leishmania spp. In this sense, it
was our objective to evaluate the abundance and levels of arginase activity in L.
amazonensis, L. braziliensis, L. infantum, and also in macrophages infected by
these parasites, in addition to correlating with the parasite load. Initially,
abundance and arginase activity was determined in each species in
promastigote forms. It was observed that L. amazonensis presented 2.6 times
greater abundance of arginase when compared to L. braziliensis and L.
infantum species. Furthermore, arginase activity levels were also higher in
procyclic and metacyclic promastigotes of L. amazonensis when compared to L.
braziliensis and L. infantum. Next, we measured arginase activity, NO
production and parasite load between macrophages infected by the species
studied. No significant difference was observed between levels of enzymatic
activity of arginase, NO production or infection rate among macrophages
infected by the three species studied. Our data demonstrate that increased
abundance and arginase activity in L. amazonensis promastigotes does not

influence in vitro macrophage infection.
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1. Introducgéo

1.1 Leishmania e Leishmanioses

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania (kinetoplastidae: Trypanosomatidae) (Ross,
1903) e sado consideradas pela organizacdo mundial da saide (OMS) uma das
doencas negligenciadas mais importantes do mundo. S&o amplamente
distribuidas em paises tropicais e subtropicais em ciclos zoonoéticos e
antroponoéticos. No Brasil, devido sua ampla distribuicdo geogréfica e a
gravidade das formas clinicas, a relevancia das leishmanioses se destaca no
ambito da economia bem como nos contextos sanitario e social.

Este parasito € transmitido para seus hospedeiros vertebrados através
da picada das fémeas dos flebotomineos (Diptera: Psychodidae) dos géneros
Phlebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo) (Young &
Duncan, 1994). Sendo um organismo digenético, o protozoario dispde de uma
forma flagelada chamada promastigota encontrada no inseto vetor e a forma
arredondada e intracelular chamada amastigota que € encontrada nos
hospedeiros vertebrados (Lainson & Shaw 1987; Grimaldi & Tesh, 1993;) que
podem ser canideos, roedores, edentados, marsupiais, procionideos,
ungulados primitivos e primatas incluindo o homem.

O ciclo de transmissdo ocorre quando as fémeas de flebotomineo ao
realizar o repasto sanguineo em um animal infectado ingere formas
amastigotas internalizadas por células do sistema mononuclear fagocitario
(SMF) presentes na massa formada pela sua picada telmofagica. No trato
intestinal do inseto, as amastigotas envoltas pela matriz peritréfica se
diferenciam em promastigotas que se ancoram via flagelo as microvilosidades
do epitélio intestinal evitando a expulsdo durante a liberagédo do bolo fecal. As
promastigotas pro-ciclicas se convertem em promastigotas metaciclicas, a
forma infectante, por um processo denominado metaciclogénese. Nesse
processo a Leishmania passa por varios estagios nao infecciosos sendo:
promastigotas pro-ciclicas, nectomonas, leptomonas, haptomonas e, quando
ocorrer uma alimentacdo sanguinea ndo infectante, as promastigotas

metaciclicas podem se desdiferenciar gerando as formas retrolepdomonadas
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(Serafim et al.,, 2018). Coletivamente, essas formas bloqueiam o intestino
anterior do vetor modificando o0 seu comportamento alimentar. As
promastigotas secretam o PSG (gel secretado por promastigotas), que faz com
gue o flebotomineo regurgite os parasitos nos hospedeiros vertebrados durante
a alimentacado sanguinea (Bates, 2007). Nestes hospedeiros, as formas moveis
sdo fagocitadas pelas células do SMF e internalizadas em vacuolos
parasitéforos que tem por objetivo a destruicdo do parasito. Entretanto,
mecanismos capazes de superar a agao microbicida destas células favorecem
a instalacdo da Leishmania no organismo do vertebrado e ela se diferencia na
forma amastigota.

Uma vez que o parasito atingiu o hospedeiro vertebrado, este podera
desencadear diversas manifestacdes clinicas que vao desde as lesdes na pele
tipicas da Leishmaniose tegumentar (LT) até levar a 6bito como € o caso de
Leishmaniose Visceral (LV), o que atribui as leishmanioses um grande
problema de saude publica. As formas clinicas dependem de diversos fatores
gue envolvem tanto a espécie do parasito quanto a resposta imune do
hospedeiro. Dentre eles podemos ressaltar a viruléncia e a infectividade do
parasito bem como a resposta imune e susceptibilidade do hospedeiro
(Andrade-Narvaez, et al, 2001).

No que diz respeito as espécies do parasito, é sabido que mais de 20
delas sao transmitidas ao homem. Estas se diferenciam entre si por diversos
aspectos como o potencial de crescimento em meios de cultura, viruléncia e
local de desenvolvimento no hospedeiro invertebrado, o que levou a subdivis&o
de subgéneros. No subgénero Leishmania (Leishmania) os parasitos possuem
consideravel potencial de crescimento em meio de cultivo, sdo mais virulentos
em infeccdo experimental em animais de laboratério e se desenvolvem no
intestino médio e anterior do inseto (desenvolvimento Suprapilaria). Em
contrapartida no subgénero Leishmania (Viannia) os parasitos possuem baixa
viruléncia, menor crescimento em meios de cultivo e seu desenvolvimento
ocorre no intestino posterior do vetor (desenvolvimento peripilaria) (Lainson e
Shaw 1987). Recentemente, foi proposto um novo subgénero, Leishmania
(Mundinia), que abriga espécies previamente classificadas no “complexo de L.

enriettii”.” Assim como nos primeiros subgéneros, Leishmania Mundinia
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inclui espécies causadoras da LV e da LT em humanos e outros vertebrados
(Espinosa et al., 2016).

A L. amazonensis e L. braziliensis sdo consideradas duas das espécies
causadoras da LT de maior importancia no Brasil. Esta enfermidade faz
referéncia as afec¢cbes que acometem pele e mucosas e € primariamente
considerada uma doenca zoondética, afetando animais silvestres podendo
atingir o ser humano de forma secundaria ou acidental. Dentre as diversas
subdivisbes desta forma clinica as mais comuns sdo as formas Cutanea
(Leishmaniose cutanea - LC) caracterizada por lesdo iniciada no ponto da
picada do inseto vetor e a forma mucosa (Leishmaniose mucocutanea - LMC)
gue pode surgir secundariamente a lesdo cutdnea quando esta ainda esteja em
atividade, ou anos apds sua cicatrizacao, principalmente quando causada por
L. braziliensis. Existe ainda uma forma de LT chamada de difusa (LD), nesta o
paciente ndo apresenta Ulceras e sim nodulos ricos em parasitos. Esta forma é
associada a L. amazonensis e pacientes anérgicos aos seus antigenos (Gontijo
& Carvalho, 2003, Silveira et al., 2004).

A infecgéo pela L. infantum provoca a Leishmaniose visceral (LV), que é
a forma mais grave da doenca em humanos. Esta € uma doenca sistémica que
tem como sintomas: febre, perda de peso, esplenomegalia e hepatomegalia,
linfadenopatia, hiperglobulinemia dentre outros. E uma doenca de notificac&o
compulséria e de grave evolucdo, devendo ser diagnosticada precocemente.
(Ministério da Saude, 2006). A auséncia de tratamento adequado da doenca
pode levar a morte, podendo a letalidade alcancar o indice de 10%, nos locais
em que esse quadro se instaurar (Gontijo & Melo, 2004). Apesar do grande
numero de casos humanos, 0s casos caninos tém sido mais recorrentes. Além
do mais, o céo (Canis familiaris) desempenha grande importancia na
epidemiologia da LV em &reas endémicas, por ser o0 Unico reservatorio

domeéstico da doenca.

1.2 Macro6fagos, arginase e iNOS na leishmaniose

Como ja mencionado, a resposta imune do hospedeiro além de outros

fatores se relaciona diretamente com a manifestacéo clinica da doenga. Uma
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das primeiras e mais frequentes células do sistema imune em resposta a
infecca@o por Leishmania sdo macrofagos. Estes por sua vez, sdo as principais
células constituintes do SMF, e possuem diversas estratégias para combater
seus invasores. Uma delas € o “burst” oxidativo que € induzido ao fagocitar os
microrganismos. Isto acontece pelo fato da NADPH ser fosforilada formando
diversas moléculas oxidativas como perdxidos de hidrogénio e superéxidos que
interagem com a membrana dos patégenos (Cunninghan 2002). Outro
mecanismo utilizado pelos macréfagos é a ativacdo da enzima iNOS (Oxido
Nitrico Sintase induzivel). Esta enzima oxida a L-arginina para a producdo de
citrulina e NO (Oxido Nitrico), sendo este Ultimo uma molécula altamente
reativa e efetora no combate de microrganismos invasores (Qadoumi, Becker
et al. 2002). Assim, os parasitos do género Leishmania ao habitar os
fagolisossomos, resistem as enzimas do lisossomo e ao pH acido da célula por

diversos mecanismos de escape, além de escapar da resposta humoral.

As promastigotas metaciclicas de Leishmania spp se desenvolvem
dentro do inseto vetor a partir de promastigotas pro-ciclicas, que séo
transformadas em amastigotas ao serem fagocitadas pelos macrofagos dos
vertebrados. A metaciclogénese também pode ocorrer em culturas axénicas de
parasitos da fase logaritmica a estacionaria de crescimento (SACKS, 1989). A
metaciclogénese é acompanhada por alteragdes na morfologia, incluindo
tamanho, forma e comprimento do flagelo, assim como modificacfes
gualitativas e quantitativas na expressdo de moléculas de superficie, como
LPG e proteinas (Silva Jr. et al, 2015). E sabido que, em primeiro lugar, as
formas metaciclicas do parasito sdo resistentes a lise mediada pelo sistema do
complemento, principalmente pela presenca de longas moléculas de
lipofosfoglicano (LPG) em sua superficie (Sacks, Pimenta et al., 1995). Esta
molécula também é relevante para os parasitos internalizados resistirem as
enzimas lisossomais (Descoteaux & Turco 1999). Outro importante fator que
ajuda no escape, € que estes parasitos possuem mecanismos para a
diminuicdo da atividade da enzima iNOS diminuindo assim a producédo de NO,

ea arginase se mostra uma enzima importante neste processo.

Posto isto, vemos que ao atingir o organismo do hospedeiro vertebrado,

0 destino da infeccdo por Leishmania tem se mostrado dependente de um
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desequilibrio entre a resposta Thl e Th2. Na resposta Thl, macréfagos séo
ativados pela via classica e induzem a sintese da enzima iNOS que utiliza L-
arginina para a producao de NO impedindo a sobrevivéncia do parasito. Sabe-
se também que na resposta Thl o IFN-y é produzido e atua induzindo a
expressdo de iINOS, enquanto que na resposta Th2, as citocinas IL-4 e IL-10
sé@o produzidas a fim de induzir a expressdo de arginase (Corraliza et al.,
1995). A sintese de poliaminas induzidas nesse processo favorece a replicacao
dos parasitos no macréfago e diminui a quantidade de arginina disponivel para
a sintese de NO, situacdo em que a infeccdo é estabelecida (Iniesta Carcelen
et al., 2005) (Figura 1).

____________________________

_____________________________________________

S : iINOS == LOHA ==

Citrulline

Urea

———————————————————— 1 = _* It
ARGINASE Ornithine = Polyamines !

--------------------

Figura 1: Regulacdo cruzada das respostas imunes Thl e Th2 e a indu¢éo de iINOS e
arginase. A ativacao classica de macréfagos com citocinas Thl (IL-12 e INFy) induz o
metabolismo por L-arginina por iNOS. Por outro lado, a ativacdo de macrdfagos com
citocinas Th2 (IL-10 e IL-4) induzem o metabolismo por arginase. Os produtos da
arginase e INOS regulam reciprocamente a atividade de cada enzima. Rotas
estimulantes sao representadas por setas continuas em azul e rotas inibitdrias por
setas tracejadas em vermelho. LOHA, N w-hidroxi-L-arginina (Fonte: da Silva &Floeter-
Winter, 2014).

A L-arginina € um dos aminoacidos mais versateis metabolicamente,
sendo utilizada como um precursor tanto para sintese de proteinas, como
também para a sintese de NO, uréia, ornitina, citrulina, creatinina, agmatina,
glutamato, prolina e poliaminas (Wu & Morris, 1998).

A arginina foi descrita pela primeira vez em 1886 a partir de sementes de
lupulus e cerca de 10 anos mais tarde foi detectada sendo componente de

proteinas. Kossel e Darkin em 1904 constataram a enzima que hidrolisa
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arginina, a arginase, que produz ornitina e ureia no figado. Entretanto, apenas
em 1932 ao descobrirem o ciclo da ureia que relevantes papéis metabdlicos da
arginina foram elucidados (da Silva & Floeter-Winter, 2014).

A arginase é uma metaloenzima trimérica que necessita para sua
atividade completa, de dois atomos de manganés por subunidade (Di Costanzo
et al., 2005; da Silva et al., 2008). Sua importancia consiste na capacidade de
regular a disponibilidade de arginina nas células que a expressam modulando a
producdo de ornitina, e consequentemente a sintese de poliaminas, que sao
moléculas essenciais para replicacdo celular (Wu & Morris, 1998, Muxel et al,
2017).

Os mamiferos possuem duas isoformas da enzima que sao
denominadas arginase tipo | e arginase tipo Il. Elas sdo semelhantes em suas
propriedades enziméticas, mas se diferem por sua localizacdo celular,
distribuicdo tecidual, padrbes de expressdo e reatividades imunoldgicas. A
arginase | se localiza no citosol e € bastante expressa nos hepatocitos
enguanto que a arginase Il é mitocondrial e é expressa nas células do cérebro,
rins, glandulas mamarias, intestinos e macréfagos. Ja algumas células como os
macrofagos murinos expressam ambas as isoformas (Muxel et al, 2018).

A arginase é expressa em uma UuUnica forma em determinados
tripanosomatideos, incluindo Leishmania spp, Leptomonas spp. e Crithidia spp,
mas curiosamente ndo é expressa em  Trypanosoma spp (da Silva et al.,
2014, Camargo et al., 1978) sendo que os géneros de tripanossomatideos que
expressam arginase formam um grupo monofilético (Briones et al., 1992).

Além de ser um substrato para a formacéo de ureia e poliaminas, em
1987 foi descoberto que a arginina também é precursora na sintese de nitrito,
nitrato e Oxido Nitrico (NO) em mamiferos (Hibbs, Taintor et al., 1987).
Atualmente se sabe que NO desempenha diversos papéis em processos como
aresposta imune (Bredt & Snyder 1994; Moncada & Higgs 1995).

Apesar de trés isoenzimas de 6xido nitrico sintase (NOS) terem sido
descritas (nNOS tipo I, NOS induziveis ou iNOS, tipo Il e NOS endoteliais ou
eNOS, tipo Ill), em macréfagos a iINOS é altamente induzivel por citocinas
inflamatorias (Muxel et al, 2018), e o NO é indicado como uma das principais
moléculas microbicidas produzida pelos macréfagos contra parasitas como

Leishmania (Boucher, Moali et al., 1999).
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Para entender melhor o papel da arginase em Leishmania estudos
recententes tém sido realizados com Leishmania spp deficientes em arginase.
Como resultado desses trabalhos foi observado que em L. amazonensis (da
Silva et al., 2012 ; Muxel et al.,, 2017) e L. mexicana (Gaur et al., 2007) a
auséncia de atividade de arginase reduz a infectividade via superproducédo de
NO por macrofagos hospedeiros. Estes estudos tém afirmado a relevante
funcdo da arginase na regulacdo da atividade de INOS de macréfagos
modulando a concentragéo de L-arginina.

Outros estudos mostraram ainda que as variadas espécies de
Leishmania expressam a arginase de maneira distinta se comparadas umas as
outras. Badirzadeh, et al. (2017) mostraram que a expressdo génica e a
atividade da enzima € maior em L. major e L. tropica quando comparada a
espécie ndo patogénica L.tarentolae sugerindo que a arginase pode estar
relacionada a patogenicidade da espécie. Nosso grupo de pesquisa, ao
comparar o perfil protedmico entre as espécies L. amazonensis, L. braziliensis
e L. infantum, mostrou que a enzima arginase € mais abundante em L.
amazonensis quando comparada as outras duas espécies (Lima 2017).

Tendo em vista os achados descritos por Lima (2017), somados ao
papel da arginase na producéo de poliaminas e ainda os trabalhos que relatam
uma multiplicacdo elevada dos parasitos em macréfagos infectados por L. (L)
amazonensis (Mukbel et al., 2007), acreditamos que o estudo e a comparac¢ao
da arginase nas espécies de Leishmania de maior ocorréncia no Brasil se
fazem profundamente relevantes para contribuir com dados sobre a biologia

dessas espécies.
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2. Justificativa

Segundo a OMS, o Brasil esta entre os 7 paises com maior numero de
casos de LV e dentre os 9 paises com grande numero de casos de LT, sendo a
Unica nagcao que apresenta uma alta incidéncia de ambas as formas clinicas.
(WHO, 2017). Além disso, nos ultimos anos houve um significativo aumento do
namero de casos de leishmaniose, bem como expansao da area geogréafica em
todo o mundo. Isto confere a doengca um grande problema de saude publica em
varios paises onde incide.

O género Leishmania compreende cerca de 20 espécies capazes de
infectar o homem provocando uma grande diversidade clinica da enfermidade.
Dentre elas, no Brasil destacamos L. amazonensis e L. braziliensis, que além
de amplamente distribuidas, sdo consideradas as principais causadoras da
leishmaniose tegumentar (LT) (Ministério da Saude 2007), e a L. (Leishmania)
infantum que é o agente etiol6gico da leishmaniose visceral (LV) (Ministério da
Salde 2006). Devido a ampla distribuicdo destes parasitos no pais, torna-se
importante o desenvolvimento de pesquisas que contribuam com o
entendimento da sua biologia e interacdo com seus hospedeiros, aspectos
fundamentais para a criagdo de novas estratégias de controle da doenca,
terapéutica e até mesmo vacinacgao.

Muitas das diferencas entre as espécies de Leishmania como a
viruléncia, susceptibilidade, bem como a determinagdo das formas clinicas
podem estar associadas as proteinas, como ja demonstrado em diversos
trabalhos (Pires et al., 2014; Matlashewski et al, 2001, Yao et al, 2007). Dentre
essas proteinas, foi demonstrado que a arginase é uma enzima vital aos
parasitos, além de contribuir para o estabelecimento da infeccdo nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados, uma vez que esta proteina esta
envolvida na via alternativa de ativacdo de macrofagos e na replicacdo do
parasito no inseto e no mamifero (Das et al., 2010; da Silva & Floeter-Winter,
2014).

Recentemente, nosso grupo identificou proteinas que se apresentavam
diferencialmente abundantes entre as espécies mais frequentes no Brasil (L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infatum), e a arginase foi umas das proteinas

gue apresentou aumento de abundéancia apenas em L. (L.) amazonensis em
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relacdo as outras duas espécies. Foi discutido entdo que arginase € uma
proteina que esta envolvida na regulacéo da resposta oxidativa de macrofagos,
através da competicdo com INOS, pela arginina. Essa competicdo pode
favorecer o sucesso da infeccdo e elucidar a multiplicacdo elevada dos
parasitos em macréfagos infectados por L. amazonensis (Mukbel et al., 2007;
Castilho-Martins et al., 2015).

Dessa forma, acreditamos que o estudo da abundancia da arginase bem
como da sua atividade em diferentes espécies de Leishmania pode fornecer
novas perspectivas e direcionar para uma melhor compreenséo das interagdes

entre o hospedeiro e o parasito.

21



3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a abundéancia e a atividade da arginase em promastigotas de L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum e em macréfagos infectados
por estas espécies.

3.2 Objetivos especificos

e Comparar as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos da arginase das

espécies: L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

e Determinar a abundancia e atividade da arginase em formas promastigotas de

L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

e Comparar a carga parasitaria de macroéfagos infectados por L. amazonensis,

L. braziliensis e L. infantum;

e Determinar a abundancia e atividade da arginase em macrofagos infectados

por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

e Averiguar a producdo de O6xido nitrico em macrofagos infectados por L.

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum.

22



4. Metodologia

4.1 Alinhamento de nucleotideos e sequéncias de aminoéacidos que

codificam para a arginase em Leishmania spp.

As sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos da arginase de L.
amazonensis, L. braziliensis e L. infantum depositadas no banco de dados
GenBank, foram alinhadas usando a ferramenta BLAST da mesma plataforma
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). O numero de aminoéacidos, de nucleotideos bem
como a porcentagem de semelhanca estrutural entre cada espécie foi obtido e

os dados apresentados em forma de tabela.

4.2 Parasitos

Foram utilizadas cepas de referéncia da organizacdo mundial da saude
de trés espécies de Leishmania: IFLA/BR/1967/PH8 de L. amazonensis,
MHOM/BR/1975/M2903 de L. braziliensis e MCAN/BR/2000/BH400 de L.
infantum. Inicialmente, formas promastigotas das trés espécies de Leishmania
foram isoladas de tecidos de animais experimentalmente infectados, mantidas
em meio de cultura LIT (Liver Infusion Triptose) suplementado com 10% de
SFB (soro fetal bovino), 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina, em estufa BOD a 26°C, procedendo-se repiques semanais até
0 6 repique, quando foram criopreservadas.

Para este trabalho, as amostras foram retiradas da criopreservacgao, e
cultivadas em meio LIT suplementado conforme ja descrito. O volume de cada
cepa foi expandido por meio de repiques semanais realizados em iguais
condicbes para todas as cepas, garantindo-se a padronizagcdo das amostras
guanto a fase do ciclo e o tempo de manutengédo em cultura.

Além disso, o crescimento das formas promastigotas das espécies
propostas neste trabalho foi monitorado a fim de delimitar os periodos de
crescimento logaritmico e estacionario das culturas, os quais foram relevantes
para as demais etapas do estudo. O numero de parasitos por mL foi
determinado diariamente, utilizando a camara de Neubauer, até que o aumento

do nimero de parasitos ndo foi mais observado. A contagem de parasitos na
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camara estima o numero de células/mL através da contagem de 5 areas do
guadrante central da camara, multiplicado pelo inverso da diluicdo da amostra
e por 10* (fator de correcdo da camara). Finalmente uma curva de crescimento

foi construida, utilizando os valores obtidos.

4.3 Infeccdo de Macréfagos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFMG) sob o protocolo: 269/2018. Todos os procedimentos
realizados com os camundongos estiveram em acordo com o0s protocolos
éticos da referida comisséo.

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c fémeas de 4 a 8
semanas provenientes do Centro de Bioterismo (CEBIO) do ICB/UFMG. Estes
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do ICB-
UFMG sob condi¢des de manejo adequadas.

Os Camundongos BALB/c foram submetidos a injecéo intraperitoneal de
2 mL de tioglicolato (HiMedia Laboratories Pvt, Mumbai, india) 3 % para a
inducdo de uma resposta inflamatoria e a incitacdo de macrofagos. Apos um
periodo de quatro dias, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e um lavado da cavidade peritoneal foi obtido com injecdo de 10 mL de
PBS (NaCl 137 mM, Fosfato 10 mM, KCI 2.7 mM, KH,PO42 mM, pH 7.4).

O liquido composto por PBS e células foi centrifugado a 2500 rpm por 10
minutos a 4 °C e apos descartar o sobrenadante, o “pellet” foi solubilizado em 2
mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10 % SFB, estreptomicina (100
mg/mL) e penicilina (100 U/mL) para a contagem de células.

Os macrofagos viaveis foram contabilizados em camara de Neubauer e
o total de 5x10° macréfagos no volume de 1 mL de Meio RPMI foi distribuido
em cada poc¢o da placa de 24 pogos. Em seguida, as placas foram incubadas
em estufa com atmosfera de 5 % CO, a 37 °C por 24 horas para a aderéncia
das células aos pocos. ApOGs o periodo de incubacdo as células foram
infectadas.

Culturas de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.
infantum em fase estacionaria (sexto dia do crescimento) foram utilizadas para

a infeccdo dos macréfagos. A contagem dos parasitos foi realizada através do
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uso da camara de Neubauer e o nimero de parasitos foi ajustado para 5x10°
parasitos em um volume de 100 pL de RPMI 1640 suplementado com 10 % de
SFB, 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina. Em seguida, os
parasitos foram distribuidos, em uma MOI (multiplicidade de infec¢éo) de 1:10
(macréfagos/parasitos), a cada poco das placas contendo macrofagos
aderidos. Ap6s 72 horas de incubacdo em estufa com atmosfera de 5 % CO; a
37 °C, as amostras foram submetidas a ensaios de analise de carga
parasitaria, dosagem de atividade de arginase e de producéo de 6xido nitrico.

Os ensaios de atividade enzimatica em macrofagos, foram realizados
com células cultivadas na presenca ou auséncia de IFN-y (10 ng/mL) + LPS
(200 ng/mL) ou IL-4 (40 U/mL).

4.4 Avaliacdo da abundancia da arginase

4.4.1 Preparacdao de extrato proteico

Para a obtencdo do extrato proteico de promastigotas (1x10° parasitos)
e de macréfagos infectados com as diferentes espécies de Leishmania (5x10°
macréfagos infectados com 5x10° parasitos), foi adicionado & amostras 300
uUL de tampéo de lise contendo 8 M uréia, 2 M thiourea, 4 % CHAPS, 65 mM
dithiothreitol (DTT), 40 mMTris base e 1% de “MIX” de inibidor de protease (GE
Healhtcare, San Francisco,CA) seguido de agitacdo por 2 horas a T.A
(temperatura ambiente). Em seguida, as células passaram por um processo de
lise mecéanica utilizando seringa com agulha 26 G, posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 30 min a 14.000 rpm. Finalmente, o sobrenadante
contendo o extrato proteico foi recuperado, aliquotado em tubos de 0,6 uL e
armazenados a -80 °C.

A determinacdo da concentracdo proteica foi realizada pelo método de
Bradford modificado (Weekes, et al 1999) e a visualizagcao do perfil proteico por

eletroforese em gel SDS-PAGE 12 % corado por Comassie Brilliant blue G250.
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4.4.2 Western Blotting

Extratos proteicos foram fracionados em gel SDS-PAGE a 12 % e
transferidos para a membrana de nitrocelulose (Amersham Protan 0.45 pm)
com miliamperagem programada a 45 mA por 45 min. A fim de bloquear as
interacbes inespecificas foi aplicada a membrana a solucdo de bloqueio
composta de 5 % de leite em pé integral e 0,1 % de Tween-20 em PBS 1x por
um periodo de 1 hora. Posteriormente, a membrana foi incubada com o
anticorpo policlonal anti-arginase produzido a partir de coelho, gentilmente
cedido pela Dr. Lucile M. Floeter-Winter do Laboratério de Fisiologia do Instituto
de Biociéncias, USP. O anticorpo foi diluido na proporcéo de 1:100 em PBS
contendo 5 % de leite desnatado, sendo que o tempo de incubacéo foi de 1
hora. Em seguida a membrana foi lavada com PBS-Tween20 0,1 % e incubada
com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Anti-IgG de coelho
Sigma) diluido na proporgdo de 1:1000 em PBS com 5 % de leite durante 1
hora. Finalmente, a ligacdo especifica foi revelada com o reagente de deteccao
guimioluminescente ECL (GE Healthcare Life Sciences) seguindo as
recomendacdes do fabricante. As intensidades das bandas foram observadas
utiizando o aparelho analisador de imagem LAS 500 (GE Healthcare Life
Sciences). Para quantificar a intensidade das bandas reveladas, foi utilizado o
Software ImageJ 1.41 (NIH, USA).

O controle de carregamento do gel se deu pela contagem de parasitos
submetidos a extracdo de proteinas, pela dosagem do extrato protéico, seguido
pela aplicacdo da mesma quantidade de proteinas em cada canaleta, e pela
guantificacdo de bandas do gel SDS-PAGE 12 % corado por Comassie Brilliant
blue G250 (Bass et al. 2017).

4.5 Atividade da arginase

A atividade enzimatica da arginase foi mensurada utilizando as formas
promastigotas nas fases logaritmica e estacionaria bem como em lisados de
macrofagos infectados “in vitro” com os parasitos das 3 espécies estudadas. A

dosagem da atividade da enzima foi determinada medindo a converséao de L-
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arginina em L-ornitina e ureia usando o método descrito por Corraliza (Corraliza
et al., 1994), com algumas modifica¢cGes (Kropf et al., 2005).

Os experimentos foram realizados em triplicatas e para cada teste foram
realizados dois experimentos. Em cada replicata experimental, um total de
1x10° promastigotas de cada espécie assim como 5x10° macréfagos infectados
foram lisados com 50 pL de Triton X-100 a 0,1 % por 30 minutos em agitacao.
Em seguida, foram adicionados aos lisados celulares 50 pL de MnCI2 10 mM e
50 uL de Tris HCI 50 mM (pH 7,5) elementos estes que participam como co-
fatores para a ativacdo da enzima. ApoOs a incubacdo em banho seco na
temperatura de 55 °C por 10 minutos, 50 pL das amostras foram transferidas
para tubos de 1mL juntamente com 50 pL de L-arginina (0,5 mM - pH 9,7) e
foram incubadas em estufa seca a 37 °C por 60 minutos. Para cessar a reacao,
400 pL de solucdo &acida (H2SO4-H3PO4-H20) na proporcdo de: 1:3:7 foi
adicionada em cada amostra.

A concentragao de ureia foi determinada apds a adicao de 20 yL  de a-
isonitrosopropiofenone (ISPF, dissolvido em etanol P.A) seguido de
aquecimento de 95 °C por 45 minutos. A curva padréo foi construida por meio
de diluicbes sucessivas de uréia 1 mg/mL na proporcéo de 1:2 e a absorbancia
foi mensurada usando um espectrofotdbmetro com a leitura na faixa de 540 nm.
Uma unidade de atividade da enzima arginase é definida como a quantidade de

enzima que catalisou a formagao de 1 pmol de ureia por minuto.

4.6 Analise de carga parasitaria por contagem de amastigotas

Para este item, também foram realizados experimentos em triplicatas e
para cada teste foram realizados trés experimentos. Placas de cultura de 24
pocos contendo uma laminula circular no fundo e 5x10° macréfagos infectados
com 5x10° parasitos das 3 espécies foram incubadas em estufa a 37 °C com
atmosfera de 5 % de CO, por 72 horas. Ap0s o0 periodo de incubacédo, as
laminulas foram retiradas dos pocos, coradas utilizando os reagentes de
Panotico rapido (Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil) e montadas em laminas
permanentes com Entellan (Merck). As laminas foram analisadas em

microscopio oOtico com objetiva de imersao (1000X).
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Foi realizada uma contagem de 300 macréfagos por laminula de cada
triplicata, na qual foi determinado o numero de macrofagos infectados e o
namero meédio de amastigotas encontradas (Pires, et al., 2014). Com esses
dados também obtivemos o indice de infec¢cdo, que é a porcentagem de
macrofagos infectados multiplicada pelo niumero meédio de amastigotas por

macrdéfago.

4.7 Dosagem de 6xido nitrico

A fim de analisar a produgdo do Oxido nitrico pelos macréfagos
infectados pelas 3 espécies estudadas, o nitrito, um produto final do
catabolismo de L-arginina por iNOS, foi dosado no sobrenadante das células
apos 72 h de infeccao pelo método de Griess (Green et al. (1992). O total de 50
pl do sobrenadante da cultura de macroéfagos infectados foram misturados com
um volume de 100 pl de reagente de Griess [0,1 N (1-naftil) etilenodiamina
dihidrocloreto, 1 % de sulfanil amida em 5 % H3;PO4]. A absorbancia do
complexo foi mensurada a 540 nm pelo espectrofotdmetro, apos incubagao por
10 minutos. A concentragcdo de NO de cada amostra foi obtida com base na
curva padrao plotada com diluicdes sucessivas de NaNO, na proporcéo de 1:2
em meio RPMI, cobrindo uma faixa de concentracdo de 1-300 uM (Ding et

al.,1998). Foram realizados dois experimentos em triplicata.

4.8 Andlise estatistica

Para a analise estatistica dos ensaios de atividade da arginase, bem
como de dosagem de NO e carga parasitaria, foi aplicado o teste One-Way
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para determinar diferengas entre as
espécies avaliadas. As diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando os valores p foram inferiores a 0,05 (valor de p <0,05).
Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do programa

GraphPad Prism versao 5.00 para Windows.
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5. Resultados

5.1 Andlise das sequéncias de DNA e aminoacidos que codificam para a
arginase

Inicialmente, foram analisadas as sequéncias de nucleotideos que
codificam a arginase em L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum bem
como as sequéncias de aminoacidos que constituem proteina a fim de
obtermos o grau de semelhanca entre as espécies estudadas. As sequéncias
de nucleotideos usadas na analise estdo depositadas no banco de dados
GenBank sob os numeros de acesso AF038409.2 para L. amazonensis
(IFLA/BR/1967/PH8), XM_001568200.1 para L. braziliensis
(MHOM/BR/75/M2904) e KU641751.1 para L. infantum
(MCAN/BR/2000/BH400). A andlise foi realizada utilizando a ferramenta BLAST

disponivel em www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi.

A andlise da sequéncia de DNA de arginase das espécies de L.
amazonensis, L. braziliensis, e L. infantum revelou uma janela aberta de leitura
(ORF) constituida por 990, 993 e 990 nucleotideos, respectivamente, que
codificam 329, 330 e 329 aminoacidos respectivamente. A sequéncia de DNA
varia de 88 % a 94 % de similaridade entre as espécies, e ja a sequéncia de

aminoacidos revela semelhanca de 87 a 95 % (Tabela 1).

Tabela 1: Alinhamento de sequéncias de DNA e peptideos da arginase em

Leishmania spp retiradas do GenBank

Similaridade Similaridade
DNA (%) Aminoacidos (%)
Espécies
L. L. L. (L) L. L.
amazonensis | braziliensis | infantum | amazonensis | braziliensis
L. 100% 89% 94% 100% 87%
amazonensis
L. 89% 100% 88% 87% 100%
braziliensis
L.(L.) 94% 88% 100% 95% 89%
infatum

L. (L)
infantum
95%

89%

100%
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http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5.2 Curvas de crescimento
As formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum
foram cultivadas como descrito no item 4.2. Para a realizacdo da curva de
crescimento foram utilizadas cultura na oitava passagem em meio LIT, desde o
isolamento em hamsters (Mesocricetus auratus) experimentalmente infectados.
Nas trés espécies de Leishmania foi observado um grande aumento do
namero de parasitos na fase logaritmica, até o quarto dia de incubacéo,

estabilizando-se a partir do quinto dia (Figuras 2).

Curvas de crescimento de L. amazonensis, L. braziliensis e L infantum

2x107
1x107
8,%10°

6.x10° La

Fromastigotas/mL

4 x108
2x108

1108

Tempo (dias)

Figura 2: Curvas de crescimento das espécies L. amazonensis (La), L.
braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) em meio LIT completo.
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5.3 Arginase em promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e L.

infantum

5.3.1 Abundancia proteica

Para determinar a abundéancia proteica da arginase nas trés espécies
estudadas, um ensaio de imunodeteccéo por Western Blotting foi realizado. Os
extratos proteicos foram obtidos conforme descrito no item 4.4.1. Os parasitos
estavam no terceiro dia de crescimento e na 152 passagem em LIT desde o
isolamento.

Nas analises do Western Blotting foi possivel observar que a abundancia
da arginase nos extratos proteicos das promastigotas de L. amazonensis
(131,5 U) é aproximadamente 2,6 vezes maior quando comparados aos
extratos de promastigotas de L. braziliensis e L. infantum (Figura 3. B e D). Nao
houve diferenca estatistica entre os valores de intensidade encontrados para L.
braziliensis (49,2 U) e L. infantum (47,3 U).

Como controle de carregamento do gel, além da contagem de parasitos
(1x10° parasitos) para a obtencdo do extrato proteico e da dosagem de
proteinas em cada amostra (30 pg de proteina/well), também quantificamos as
bandas encontradas apos a eletroforese em gel SDS-PAGE 12 % (Figura 3A).
Dessa maneira atestamos que foi analisada a mesma quantidade de proteinas

nas trés espécies propostas (Figura 30).
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Figura 3: Abundancia proteica da arginase em promastigotas A- Gel SDS-
PAGE a 12 % com 30 ug de extratos de L.a, L.b e L.i (Controle quantitativo). B-

Western Blotting

realizado a partir do 30 pg de extrato proteico de

promastigotas de L. amazonensis (L.a), L. braziliensis (L.b) e L. infantum (L.i) e
anticorpo anti-arginase, revelados com ECL. C- Intensidade das bandas do
extrato proteico bruto separadas por eletroforese em Gel SDS PAGE 12%. D-
Intensidade das bandas referentes a arginase (35 kDa) encontradas apos
revelacdo do Western Blotting. Legenda: PM = padrdo de massa molecular em
kDa; * = diferenca significativa (p < 0,05); ns = diferenca né&o significativa.
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5.3.2 Atividade de arginase em promastigotas

Além da abundancia proteica, também medimos a atividade enzimatica
da arginase nas promastigotas das trés espécies estudadas nas fases de
crescimento logaritmica e estacionaria.

Nossos experimentos revelaram uma diferenca significativa (p < 0,05) de
atividade enzimatica da arginase em promastigotas de L. amazonensis
comparadas as outras duas espécies, em ambos os periodos de crescimento.
(Figura 4).

Como mostrado nesta figura, a atividade de arginase na fase logaritmica
(Figura 4A) de L. amazonensis € aproximadamente duas vezes mais elevada
do que na fase estacionéaria (Figura 4B). Os valores médios de atividade de
arginase na fase logaritmica foram 657,0 U; 193,8 U e 139,1 U para L.
amazonenses, L. braziliensis e L. infantum, respectivamente. Ja na fase
estacionéria os valores encontrados foram 346,6 U; 162,7 U e 104,4 U para L.

amazonensis, L. braziliensis e L. infantum, respectivamente.

800+
700+
600+

500+

Atividade de arginase
Atividade de arginase

Figura 4. Atividades da arginase em promastigotas de Leishmania.
Promastigotas em fase de crescimento estacionaria (A) e logaritmica (B) foram
obtidas de culturas de parasitos (10® parasitos). Foram realizados dois
experimentos independentes em triplicatas. * indica diferenga estatisticamente
significativa (p<0,05) pelo teste One-Way ANOVA.
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5.4 Macrofagos infectados com L. amazonensis, L. braziliensis e L.

infantum

5.4.1 Determinacédo da carga parasitaria

Uma vez que as formas promastigotas de L. amazonensis apresentaram
maior abundéncia e maiores niveis de atividade da enzima arginase,
analisamos a habilidade de infeccao das trés espécies estudadas em culturas
de macrofagos peritoneais de camundongo.

Para cumprir tal objetivo, macréfagos peritoneais de camundongos
BALB/c foram infectados por formas metaciclicas dos parasitos (MOl 1:10
macroéfago/parasitos). Apds 72 h da infec¢do, foi determinado o nimero de
macrofagos infectados, bem como o nimero de amastigotas por macréfago,
em um total de 300 macrofagos. Além disso o indice de infeccdo também foi
estimado.

Nao houve diferenca estatistica entre o numero de macrofagos
infectados pelas trés espécies estudadas. De igual maneira foram semelhantes

0 numero médio de amastigotas por célula e indice de infec¢do (Figura 5).
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Figura 5. Andlise de carga parasitaria em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c. Porcentagem de macro6fagos infectados (A), nimero
médio de amastigotas por macréfago (B) e indice de infeccdo (C). Os
experimentos foram realizados em triplicatas e os dados apresentados sdo de
trés experimentos com resultados semelhantes. ns = diferenca
estatisticamente nédo significativa (p>0,05) pelo teste One-Way ANOVA.

5.4.2 Abundéancia e atividade da arginase e produc¢é&o de 6xido nitrico

Uma vez que o perfil de infeccdo de macrofagos apos 72 h de infeccéo
pelas trés espécies de Leishmania estudadas é semelhante, avaliamos a
abundancia e atividade da arginase e a producéo de 6xido nitrico (NO) nesses
tipos celulares infectados. A L-arginina é o substrato comum da Oxido Nitrico
Sintase induzivel (INOS) e da arginase e, portanto, o produto da reacgao
catalisada pelas duas enzimas foi dosado.

Nossos dados mostraram que, ao contrario do observado nas formas
promastigotas, os niveis de abundancia proteica de arginase (Figura 6) bem

como de atividade da enzima (Figura 7) em macrofagos peritoneais de
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camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L.
infantum n&o foram diferentemente significativos. Entretanto, a atividade de
arginase dos macréfagos infectados € maior quando comparadas as células
nao infectadas (p < 0,05) (Figura 7).

Como controle de carregamento do gel, a obtengcédo do extrato protéico
foi feita a partir da mesma quantidade de células, macrofagos e parasitos
(5x10° macréfagos infectados com 5x10° parasitos), também foi aplicado no gel
a mems quantidade de proteinas por amostra (20 pug de proteina/well), e ainda
guantificamos as bandas encontradas apds a eletroforese em gel SDS PAGE
12% (Figura 6A). Dessa maneira atestamos que foi analisada a mesma
quantidade de proteinas totais nas trés espécies propostas (Figura 6C).

Nessas condi¢des foi dosada também a producdo de oxido nitrico como
descrito no item 4.7. Nao foi detectado nenhum valor significativo de NO nos
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c infectados pelas trés

espécies ou sem infecgéo.
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Figura 6: Abundancia proteica da arginase em macrofagos infectados A-
Gel SDS-PAGE a 12 % com os extratos proteicos de macrofagos infectados de
L.a, L.b e L.i e ndo infectados (NI) (Controle quantitativo). B- Western Blotting
realizado a partir do extrato proteico de macrofagos infectados por L.
amazonensis (L.i), L. braziliensis (L.b) e L. infantum (L.i) e macréfagos néo
infectados (NI). C- Intensidade das bandas do extrato proteico separadas por
eletroforese em SDS PAGE 12 %. D- Intensidade das bandas referentes a
arginase (+35 kDa) encontradas apoés revelacdo do Western Blotting. Legenda:
PM = padré&o de massa molecular em kDa; ns = diferenca néo significativa.
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Figura 7: Atividade da arginase em macréfagos peritoneais de
camundongos infectados. Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c
foram infectadas com promastigotas em fase estacionaria de crescimento (6°
dia, 5x10° parasitas / ml) com o MOI de 1:10 (macréfago/parasito) e ap6s 72 h
pos-infeccdo a atividade da arginase foi determinada. Os dados relatados
foram obtidos a partir de dois experimentos independentes em triplicadas. *
indica diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) pelo teste One-Way
ANOVA.

Como ja referido na introducéo, relatos anteriores indicam que o nivel de
arginase celular no hospedeiro € regulado por citocinas derivadas de células T,
particularmente IL-4. Consistente com estes relatos, a adicdo de IL-4 nas
culturas de macrofagos levou a um aumento dos niveis de arginase em
macrofagos infectados e ndo infectados com Leishmania spp (Figura 8). Assim
como observado nas amostras de macréfagos sem estimulo, ndo houve
diferenca significativa (p < 0,05) da atividade de arginase nos macrofagos
infectados pelas trés espécies estudadas, porém a atividade permanece
aumentada em macroéfagos infectados quando comparados com macrofagos
sem infeccdo. A producédo de 6xido nitrico também foi dosada nesta condicéo,

no entanto, nenhum valor foi observado.

38



6000+

5000

4000

30004

2000+

Atividade de arginase

Figura 8: Atividade da arginase em macrofagos peritoneais de
camundongos infectados com estimulo de IL-4. Macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c foram estimulados com IL-4 (40 U/mL) e infectados com
promastigotas em fase estacionaria de crescimento (6° dia, 5x10° parasitas /
ml) com um MOI de 1:10 (macroéfago/parasitos) e 72 horas poés-infeccdo a
atividade de arginase foi dosada. Os dados relatados sao referentes a dois
experimentos independentes, realizados em triplicatas. * indica diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) pelo teste One-Way ANOVA.

Citocinas pro-inflamatorias, como o IFN-y ou o TNFa, ou endotoxinas,
como o LPS, induzem a ativacédo da iNOS, e como consequéncia a producéao
de NO (Corraliza et al., 1995; Diefenbach et al., 1998). Por esta razdo, também
avaliamos a atividade da arginase e producado de oOxido nitrico em macrofagos
infectados pelas trés espécies de Leishmania cultivados na presenca de IFN-y
(20 ng/mL) e LPS (100 ng/mL).

Os niveis de atividade enzimética da arginase nessas condicoes,
diferentemente dos dados das demais condi¢fes testadas, foram semelhantes
entre macroéfagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum
como também por macrofagos nao infectados (Figura 9 A).

Também por meio desse experimento, foi possivel verificar a produgéo
de NO. Nossos dados revelaram que macrofagos infectados por Leishmania
produziram niveis mais baixos de NO quando comparados com macrofagos
sem infeccdo. Os niveis de producdo de Oxido nitrico entre as diferentes

espécies ndo foram estatisticamente significativos (Figura 9 B)
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Figura 9: Atividade da arginase e producdo de NO em macrofagos
peritoneais de camundongos infectados com estimulo de [IFN-y.
Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram estimulados com IFN-y
(10 ng/mL) e LPS (100 ng/mL) e infectados com promastigotas em fase
estacionaria de crescimento (6° dia, 5x10° parasitas/ml) com um MOI de 1:10
(macrdéfago/parasitos) e ap0s 72 horas poés-infeccéo a atividade de arginase (A)
e producdo de NO (B) foi dosada. Os dados relatados sé&o referentes a dois
experimentos independentes, realizados em triplicatas. * indica diferenga
estatisticamente significativa (p < 0,05) e ns diferenca nado significativa pelo
teste One-Way ANOVA.
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6. Discusséao

As leishmanioses consistem em um amplo espectro de doengas
causadas por protozodrios pertencentes ao género Leishmania e consideradas
pela OMS como um importante problema de saude publica e uma doenca
tropical negligenciada.

Devido ao aumento do numero de casos das leishmanioses nos ultimos
anos e a gravidade das formas clinicas, o estudo da biologia do parasito bem
como a sua interagcdo com seus hospedeiros se torna altamente relevante.
Estudar a atividade de uma determinada enzima em diferentes espécies,
estagios e fases do ciclo do parasito pode permitir o entendimento dos fatores
associados a patogenicidade, viruléncia, mecanismos de infeccdo e
sobrevivéncia no hospedeiro, além de possibilitar a identificacdo de alvos para
drogas, entre outras aplicacdes.

A arginase tem surgido como uma importante enzima em processos
biologicos e mesmo como alvo de drogas. Exemplo disso, € que nos ultimos
anos, a arginase foi a primeira enzima na via das poliaminas que se tornou um
alvo promissor na luta contra a infecgéo por Leishmania spp (Maquiaveli et al.,
2017). Ja foi demonstrado que a privacdo do substrato da arginase, a L-
arginina, induz a apoptose mediada pelo estresse oxidativo em promastigotas
de L. donovani e é acompanhada por um menor nivel de tiol (Mandal et al.,
2016).

Conforme citado anteriormente, além do seu papel na replicacdo celular,
participando na via de poliaminas, a arginase de L. amazonensis tem mostrado
uma importante funcdo durante a infeccdo em seus hospedeiros vertebrados.
Tal funcdo compreende modular a quantidade de L-arginina disponivel nas
células infectadas. Ao consumir esse aminoacido a arginase desloca o
equilibrio ARG/INOS diminuindo a molécula anti proliferativa, o NO, e
aumentando a disponibilidade de poliaminas que favorece a replicacdo dos
parasitos (da Silva & Floeter-Winter, 2014).

Alguns estudos tém relatado o papel da arginase produzindo formas
promastigotas do parasito deficientes da enzima e dosando a sua atividade.
Robersts et al (2004) ao desenvolver formas promastigotas de L. mexicana

deficiente em arginase mostrou que esses parasitos ndo expressaram atividade
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da arginase, ndo possuiam pool de ornitina intracelular e eram auxotroficos
para ornitina ou poliaminas. Reguera et al. (2009) testaram o papel da arginase
em L. major. Este estudo mostrou que 0 parasito mutante apresentou
deficiéncia em atividade de arginase e requereu o fornecimento nutricional de
poliaminas ou L- eritina para seu crescimento. Além disso demonstraram o
curso da infeccdo por estes parasitos em camundongos BALB/c. Os parasitos
deficiente mantiveram a capacidade de se diferenciar normalmente em relacao
ao estagio metaciclico infeccioso, e foram capazes de induzir doenca
progressiva apds a inoculagdo nos camundongos , embora de forma menos
eficiente que os parasitos WT. Estes dados sugerem gue a forma amastigota
de Leishmania, pode sobreviver “in vivo” por meio do resgate de poliaminas
hospedeiras.

Em nosso trabalho procuramos associar a diferenca de atividade
enzimatica da arginase em trés espécies de Leishmania com seu perfil de
infecgcdo, assim verificando se esta enzima esta diretamente ligada a
infectividade da espécie.

A fim de verificarmos os niveis de similaridade entre a arginase nas
distintas espécies, iniciamos nosso estudo realizando as analises “in silico” das
sequéncias génicas, bem como das sequéncias de aminoacidos que
constituem a arginase em L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum. Em
nossa analise pudemos observar alto nivel de similaridade entre as espécies. A
L. braziliensis apresentou a menor porcentagem de similaridade em relacao as
outras duas espécies. No que se refere a sequéncia génica, L. braziliensis
apresentou 89 % em relacdo a L. amazonensis e 88 % em relacdo a L.
infantum. Quanto as sequéncias de aminoacidos L. braziliensis apresentou
similaridade de 87 % e 89% em relagcdo a L. amazonensis e L. infantum
respectivamente. Este fato pode ser explicado devido a L. braziliensis pertencer
ao subgénero Viannia, ao contrario de L. amazonensis e L. infantum
pertencentes ao subgenero Leishmania. Acreditamos que este alto nivel de
similaridade nas sequéncias estudadas pode indicar também a similaridade em
termos de funcéo da arginase nas variadas espécies de Leishmania sp.

A proximidade de sequéncias génicas entre espécies de mesmo
subgénero tem sido relatado em outros trabalhos. Llanes et al. (2015) em uma

analise comparativa do genoma de L. (V.) panamensis comparada as
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sequéncias genicas de L. (V.) braziliensis, L. (L) mexicana e L. infantum revela
alta similaridade entre espécies do mesmo subgénero se comparado as
espécies pertencentes a subgéneros diferentes. Nesse trabalho foram
encontrados 61 grupos de genes ortdlogos entre espécies do Subgénero
Leishmania Viannia: L. (V.) panamensis e L. (V.) braziliensis, enquanto apenas
1 grupo de genes ortdlogos entre L. (V.) panamensis e L. (L) mexicana.

Apoés a analise das sequéncias de arginase, determinamos 0s niveis de
abundéancia da enzima por Western Blotting e seus niveis de atividade nas
formas promastigotas das trés espécies estudadas. Nossos resultados
mostraram que as formas promastigotas de L. amazonensis possuem 2,6
vezes maior abundancia da arginase do que L. braziliensis e L. infantum. Estes
dados corroboraram com os achados de Lima (2017) que aponta a arginase
como uma proteina diferencialmente abundante em L. amazonensis em
comparacao com L. infantum e L. braziliensis.

Também encontramos que nas trés espécies estudadas a atividade da
arginase na fase de crescimento logaritmica dos parasitos é maior do que na
fase estacionaria, sendo que a L. amazonensis se destaca em ambas as fases
com maior nivel de atividade. Os mecanismos exatos de maior atividade de
arginase na fase de crescimento logaritmico sdo desconhecidos, entretanto,
observamos que o maior crescimento dos parasitos coincide com o papel de
uns dos principais metabolitos sintetizados, as poliaminas, culminando em
proliferacao celular. Além disso na fase estacionaria de crescimento, o parasito
esta pronto para infectar as células hospedeiras e assim, pode precisar de
menos nutrientes em comparacdo com a fase logaritmica. Nesse sentido, &
relevante caracterizar as principais vias metabdlicas e imunoldgicas do parasito
em ambos os estagios de crescimento.

A partir do trabalho de Lima (2017), ao detectar arginase aumentada em
promastigotas de L. amazonensis em relacdo a L. braziliensis e L. infantum, e
considerando que arginase esta envolvida na regulacdo da resposta oxidativa
de macrofagos, por meio da competicdo com iNOS, pela arginina, ficamos
estimulados a verificar como estariam o0s niveis de arginase em macrofagos
infectados por estas trés espécies. Além disso, a competicdo ARG/INOS pode
favorecer o sucesso da infeccdo e elucidar a multiplicagcdo elevada dos

parasitos em macréfagos infectados por L. amazonensis (Mukbel et al., 2007;
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Castilho-Martins et al., 2015). Obtivemos como resultado os valores de indice
de infeccdo de 7.7, 7.9 e 7.2 para L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum
respectivamente e niveis de atividade de arginase de 1443 U,1513 U e 1447 U
L. amazonensis, L.braziliensis e L. infantum respectivamente. Dessa maneira
observamos que os macrofagos infectados pelas trés espécies estudadas néo
apresentaram carga parasitaria e niveis de atividade de arginase diferenciados.
Assim, pensamos que 0s niveis de arginase nas promastigotas, formas extra-
celulares, ndo estéo diretamente relacionados com a situacdo em formas intra-
celulares. Dados semelhantes foram relatados por Badirzadeh et al. (2017) em
estudo com L. tropica, L. major e L. tarentolae, no qual promastigotas de L.
tropica apresentaram maior atividade de arginase, mas nas células infectadas a
diferenca de atividade de arginase ndo foi observada. Isso sugere que a
arginase € importante, de igual forma, para todas as espécies de Leishmania e
gue elas precisam da arginase para sobreviver e multiplicarem- se dentro das
células do hospedeiro (Silva & Floeter-Winter, 2014, Camargo et al., 1978).
Além disso, foi demonstrado em L. donovani que a arginase € essencial para a
proliferacdo de promastigotas, mas ndo de amastigotas intracelulares (Boitz et
al., 2017).

No entanto, observamos que a atividade da arginase foi aumentada em
células infectadas em relacdo as nao infectadas, uma vez que foi observado o
valor de 984 U de atividade da arginase células sem infeccdo. Estes dados
revelaram que a infec¢cdo parasitaria regulou indiretamente e positivamente a
atividade de arginase em condi¢des “in vitro”. Alids, é sabido que a infec¢éo por
Leishmania pode ativar parcialmente a arginase das células hospedeiras
(Wanasen & Soong, 2008). Muleme et al., (2004) mostraram em um estudo que
a proliferacédo de L. major dentro de macrofagos foi notavelmente diminuida na
auséncia da arginase proveniente da Leishmania e, além disso, os parasitas
deficientes nesta enzima foram incapazes de induzir a arginase hospedeira.

Por fim, a atividade de arginase foi maior em macrofagos infectados com
as trés espécies estudadas do que em macréfagos ndo infectados, sem
estimulo ou quando estimulados com IL- 4. Porém quando estimulados com
IFN-y, ndo houve diferenca na atividade de arginase entre infectados e né&o

infectados. Este achado deve-se pelo fato de IL-4 ser uma das citocinas
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produzidas na resposta TH2 que aumenta a expressao da arginase (Corraliza
et al. 1995).

Nao foi detectado nenhum valor significativo de NO nos macréfagos
peritoneais de camundongos BALB/c infectados pelas trés espécies ou sem
infeccdo. Esse resultado era esperado ja que camundongos desta espécie sao
conhecidos por produzirem uma resposta Th2 caracterizada por altos niveis de
IL-4, 1L-13 e IL-10 (Gaur et al., 2007, Rath et al.).

Somente foi possivel observar a producdo de NO em células ativadas
por IFN-y. Nestes macréfagos foi observada uma maior producdo de NO nas
células néo infectadas em relagdo as infectadas, mostrando que a infec¢ao por
Leishmania spp regulou negativamente a producédo a producédo de NO. Como
ja mencionado, os parasitos podem ativar parcialmente a arginase e inativar a
producdo de NO pelas células do hospedeiro via deplecéo local do substrato
em comum de arginase e INOS, a L-arginina (Wanasen & Soong, 2008).

Entretanto, ja foi demonstrado que diferentes espécies de Leishmania se
diferenciam na eficiéncia em modular a capacidade de macréfagos em produzir
NO. Maksouri et al. (2017) mostraram que a porcentagem de macrofagos
infectados e o niumero médio de parasitos por macréfago infectados por L.
major e L. tropica foram similares. Contudo, L. tropica inibiu significativamente
a producado de NO induzido pela estimulacdo de LPS e IFN-y em macrofagos
J774, enquanto que L. major ndo a afetou.

Em suma, nossos resultados contribuem para o conhecimento acerca da
arginase em diferentes espécies de Leishmania. Observamos que uma mesma
espécie do parasito apresenta diferentes niveis de atividade da enzima
arginase de acordo com sua fase de crescimento e forma evolutiva.
Observamos também que alta atividade de arginase nas formas promastigotas
nao resultou no aumento de carga parasitaria em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c. Finalmente nossos dados apontaram iguais niveis de
atividade de arginase e carga parasitaria para as formas intracelulares das trés
espécies estudadas. Portanto, os achados nesse estudo permitiram conclusdes
importantes acerca da fisiologia do parasito e sua interacdo com o macroéfago.
Além disso, combinando 0s nossos resultados com o conhecimento de outros

trabalhos, acreditamos que podem ser desenvolvidas ferramentas para o
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tratamento das leishmanioses utilizando a arginase como um alvo de drogas

agindo de igual maneira em infec¢cdes pelas variadas espécies de Leishmania.
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7. Conclusdes

Com base nos dados encontrados nesse trabalho foi possivel concluir que:

eA andlise dos dados de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos
mostraram alto nivel de similaridade das sequencias da arginase entre as
espécies estudadas. Sendo que L. (L.) infatum se aproxima de L. amazonensis,

enquanto esta mais distante de L. braziliensis.

e Arginase é mais abundante e tem maior atividade em formas promastigotas
de L. amazonensis quando comparada com L. braziliensis e L. infantum; sendo

mais ativa nas promastigotas de fase logaritmica do que de fase estacionaria,;

e Macréfagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum

apresentam semelhantes niveis de atividade da arginase e carga parasitaria.

e Macréfagos estimulados por IFN-y infectados por L. amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum produzem niveis semelhantes de NO entre si, sendo

inferiores aos niveis de NO produzidos por macréfagos sem infecgao.
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