UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS El
S (

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA GERAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA Pés-Graduacdo
Genética

UFMG

DISSERTACAO DE MESTRADO

Caracterizacao molecular e bioquimica de Leishmania
(Sauroleishmania) tarentolae: uma espécie nao-
patogénica

FILIPE FIDELES DUARTE ANDRADE

Orientadora: Prof2 Dra. Ana Paula Salles Moura Fernandes

Co-orientador: Dr. Juliano Simoes de Toledo

BELO HORIZONTE

Julho - 2017



FILIPE FIDELES DUARTE ANDRADE

Caracterizacao molecular e bioquimica de Leishmania
(Sauroleishmania) tarentolae: uma espécie nao-
patogénica

Dissertacao apresentada como requisito parcial para
obtencao do grau de Mestre pelo programa de Pds-
Graduacao em Genética, Departamento de Biologia
Geral, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Minas Gerais.

Orientadora: Prof2 Dra. Ana Paula Fernandes

Co-orientador: Dr. Juliano Simoes de Toledo

BELO HORIZONTE

Julho — 2017



043

Andrade, Filipe Fideles Duarte.
Caracterizaciao molecular e bioquimica de Leishmania (Sauroleishmania)

tarentolae: uma espécie ndo-patogénica [manuscrito] / Filipe Fideles Duarte
Andrade. - 2017.

881f.: 1l.; 29,5 cm.

Orientadora: Prof®* Dra. Ana Paula Fernandes, Co-orientador: Dr. Juliano

Simoes de Toledo.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de

Ciéncias Biologicas.

1. Genética. 2. Leishmania - Teses. I. Fernandes, Ana Paula. II. Toledo, Juliano
Simées de. III. Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias
Biologicas. IV. Titulo.

CDU: 575

Ficha elaborada pela Biblioteca do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG




T

Pés-Graduacdo em Geneética
Departamento de Biologia Geral, ICB
Universidade Federal de Minas Gerais

@ Av. Antdinio Carios, 6627 - C.P. 485 - Pamputa - 31270-901 - Bolo Horizonte - MG
7 e-ma: PO-genich.umg.br  FAX: (#31) - 3909-2570

"Caracterizagio molecular e bioquimica de Leishmania

(Sauroleishmania) tarentolae: uma espécie niao-patogénica "

Filipe Fideles Duarte Andrade

Dissertagio aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Moo Fovnenales

Ana Paula Salles Moura Fernandes - Orientadora
UFMG

Jufiano Simdes Toledo - Coorientador
UFMG

/7 / \
4 YN ” 224 .
 Rafael Ramiro Assis

CPQRR/FIOCRUZ
ﬁﬂw Fomitec /}&E'
Silvane Marfa Fonseca Murta
CPQRR/FIOCRUZ

Belo Horizonte, 27 de julho de 2017,




“Por que apressar?

Se nem sabe onde chegar

Correr em vao se o caminho é longo
Quem se soltar, da vida vai gostar

E a vida vai gostar de volta em dobro
E se tropecar

Do chao nao vai passar

Quem sete vezes cai, levanta oito”

(Thiago lorc)



AGRADECIMENTOS

A minha avé e meu avd que tem me apoiado incondicionalmente por toda a minha
caminhada, sem jamais permitirem que eu desistisse dos meus objetivos e minhas metas.
Além disso, pelo exemplo de vida e por todos os ensinamentos.

A minha mae, que mesmo a certa distancia, esteve envolvida em todas as minhas

conquistas.

A minha orientadora, a Professora Dra. Ana Paula, pelas orientacdes e confianca que

depositou em mim, e pelo seu exemplo de profissionalismo e dedicacao.

Ao meu co-orientador Dr. Juliano Toledo pela confianga, paciéncia e pelos ensinamentos

tedricos e praticos.

Ao Prof. Dr. Rodrigo Soares e sua equipe por todas as sugestfes, fornecimento de materiais

e auxilios na execucao de experimentos.

A Prof2 Dra. Fernanda Freire, por toda a sua disponibilidade e incentivo.

Aos membros da banca, Prof? Dra. Silvane Murta, Dr. Rafael Assis e Dr. Wagner Magalhées
por terem aceitado prontamente a participar da avaliacdo deste trabalho.

Aos laboratérios de Toxicologia e Parasitologia do Departamento de Andlises Clinicas e
Toxicolégicas da Faculdade de Farméacia/lUFMG pela estrutura e suporte necessarios para a

execugdo do trabalho.

Ao Gabriel Marques, que foi uma peca fundamental de apoio e incentivo. E, além disso, por

todos os conselho e companheirismo.

A minha amiga, Jéssica Vitorio, por todos os auxilios e conselhos. Espero poder levar essa

amizade formada no mestrado para a vida.

As minhas najas favoritas, Isabela Aurora, Ana Carvalho e Cecilia Cirelli, que ajudaram a

tornar esses dois anos mais leves e divertidos.



Aos colegas de trabalho do Laboratério de Biologia Molecular, pelo bom convivio e auxilios
durante esse periodo;

Aos meus familiares, por todo o carinho e apoio incondicional.

A agéncia de fomento CAPES, pela concess&o da bolsa de estudos e ao CNPQ e FAPEMIG
pelo financiamento do projeto.

\



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS . ...ttt a e ettt e e e e e e eeeeas X
LIS T A DE TABE L A S . ..ttt bttt b e st ebbe s e beeeeeeesnnes Xl
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........ccooioieeetecteeeeeete e, X1
RESUMO . ..t e e e ettt bttt e e e e e e et tbe e aereaaaas 15
A B ST R A C T e e ettt e e et e et bbb e e e e e e e aee e e aaae 16
L INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ettt e et et s et e ete e ate e 17
1.1 Leishmania spp. € as leiShManioSesS.............oceiiiiiiiiiiiiiieee e 17
1.2 Ciclo DIOIOGICO......oeiiiiiieeeeeeeeee e, 18
1.3 AS EISNMANIOSES. ....ceiiiiiiiiiite ittt e s e e e e s 21
1.3.1 LeiShManiOSE CULANEA. ........uuiiiieeiiiiiiieie ittt e e e e e 22
1.3.2 LeiShManIioSe MUCOSA. .......cocuuriiiiiiiiiieiiiiee ettt 22
1.3.3 LeiShmaniOSe VISCEIAL...........uuuiiiiieiiiiiie ettt 22
1.4 Epidemiologia das [8ISNMAaNIOSES..........cccouiiiiiiiiiiie e 23
1.5 Fatores de Viruléncia em Leishmania SPP......cceeevvveviiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e, 24
1.5.1 LipOfOSTOQIICANO. .......uuuiiiiiiiiii bbb e bessesssbssssessesssesssesssesenenes 24
1.5.2 Cisteino-proteases (CPS).......uuii ittt 25
TR 0o LG 2 PO TP PP PP P PPPPPRPPPPPPPPPPPRPN 25
1.6 L. tarentolae: uma espécie NA0-PALOGENICA.........ccevvvieiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeee e, 26

1.7 A importancia das 6micas como ferramentas para o estudo da diversidade 30
molecular de LeISHMEaNIA SPP......ooiurrieiiieie ettt

1.7.1 Genbmica comparativa entre as espécies do género Leishmania...................... 30
1.7.2 O controle da expresséo génica e a interacdo parasito-hospedeiro................... 32
ARG o (0] (=To] 1 1o VTP P TP TP 34
1.7.4 MetabolOmICA.........ccoo i —————— 34
JUSTIFICATIVA DO ESTUDO ... ..ottt e e e eeeeees 38
A O 1= TN L I Y 3 TSP 39
P R @ o 1= ()Y T [T - PP 39
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. . cciiiiiiiieiiie ettt e e e e e e e e e aee e e e e e e annes 39

Vil



3 METODOLOGIA. ... ettt e e et e e e e ee e e s snaeaeeannneeeas
3.1 Cultivo de LeiShmani@............ceiviiiiiiiiiiiiiici e,
3.2 Genotipagem de Leishmania spp por PCR-RFLP do gene HSP70...........c.........

3.3 Avaliacdo da metaciclogénese in vitro, composi¢cdo da membrana celular e perfil
Proteolitico de L. tar€NtOlAe. ...........cceeiiiiiiiiie st e e e

3.3.1 CItOMEtria A€ FIUXO.......oi ettt e e e
TR I I =Tox 1] = ST PP PPPRPPP PPN
3.3.3 ENSaio de AGQIULINAGAD. ......ueriiieeiiiiiiiiiie et e e e e e
3.3. 4 Western DIot de LPG........ooiiiieee e
3.3.5 Extrac@o e PUrifiCag8o de LPGS......cccooiiiiiiiiiiiiie et
3.3.6 ENSAI0 d€ ZIMOGIrafial........cciuvriiiiieee ettt
3.3.7 Avaliacado da lise pelo sistema complemeNnto............cevveviviiiiiiiiiriiiiiiieeeeeeeeee e
3.4 Andlise metaboldmica comparativa de Leishmania spp.........cccccceeeeii.
3.4.1 Extracéo e derivatizag@o dos metabolitos............cccvvvieiieiiiiiiii e
3.4.2 Parametros da injeGao N0 GC-MS........ooiiiiiiiii e
3.4.3 Processamento dOS dAUOS. ........ccuuiiieiiiiiie ittt
3.4.4 ANALISES ESTALISTICAS. ... .eeeeiieiiie ittt
4 RESULTADOS. ...ttt e e e e e e e e e et b e e e e e eeaeanaan s
4.1 Genotipagem de Leishmania spp. por meio de PCR-RFLP do gene HSP70........

4.2 Avaliacdo do perfil de crescimento in vitro das cepas de Leishmania spp.
empregadas NESIE ESTUAOD..........uuiiiiiiee it e e e e e e e aanne

4.3 Andlise das alteracdes morfologicas no cultivo in vitro de L. tarentolae por
(o1 0] g LT A T= N0 L= 11 (o TSR

4.4 Aglutinacdo com lectinas como ferramenta para identificacdo de modificacbes
na composicao dos carboidratos de Membrana............ccccccvveeuereeniiimiiieinii..

4.5 Avaliacdo da presenca de LPG em L. tarentolae............cooooiieeiieiiniieiciieees
4.6 Avaliacao do perfil de proteases de L. tarentolae...........cccccuuveemieemiiiiiiiiieiiiniennnnnns
4.7 Avaliacdo da susceptibilidade L. tarentolae ao sistema complemento.................

4.8 Comparacdo do metaboloma de L. braziliensis, L. major, L. amazonensis, L.
infantum e L. tarentolaepor GC-MS........ .. i e e e e e eeeeeeees

5 DISCUSSAOD. ..ot e et e e et et e e et e e e e e e e e e e e e aae e,

40

40

40

41

41

41

41

42

42

43

44

44

44

45

46

46

47

47

48

49

51

51

53

55

55

65

VI



B. CONCLUSODES. ...ttt et e e e et e e e e e e e e e e e eeeeeaen

REFERENCIAS. ..ottt et e et e et e e e e et e et e e e e e e e e e e e e ee e et e eeeeeneeeseneeseeaaes

ANEXOS



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo biologico de LeiShmania SPP.......cceeeeeeeiiiiiieeeeiiiiiiiciiie e e e e e e eeeeeenenns

Figura 2. Arvore filogenética representativa das relacbes de parentesco de
Leishmania spp. construida a partir da sequéncia codificadora da dihidrofolato
redutase/timidilato sintase (DHFR-TS).........uuiiuiiiiiiiiieiee e

Figura 3. Eletroforese dos produtos PCR-RFLP do gene HSP70 apés
eletroforese em gel de agar0Se 4%0........cccoovviiiiieeeeeiieree e

Figura 4. Resultado da analise comparativa in silico da PCR-RFLP de L.
L€2 10=T (0] =T PP PPPPPPPPTRRPN

Figura 5. Perfil de crescimento in vitro das cepas de Leishmania spp.
empPregadas NESIE ESTUAO..........uuuuiiiiiiiiiii et e e e e e e e e s e e e

Figura 6. Avaliacdo das alteracbes morfologicas durante cultivo in vitro de L.
tarentolae e L. infantum por citometria de fluXo..........ccccoovvviiiiiiiiiiiiii,

Figura 7. Western blot de LPG purificado e de extrato protéico.............ccccccvvvvvnnnnn.

Figura 8. Avaliagdo do perfil e da atividade de proteases secretadas e
intracelulares de L. tarentolae € L. amazonensiS...........covevviviiiiiiiieeeci e

Figura 9. Avaliagéo da susceptibilidade de L. tarentolae e L. infantum ao sistema
(070 ] 141 0] (=10 01= ] (o TSRS PRISPPSTRRPN

Figura 10. Andlise de componentes principais construido com os features
obtidos pelo GC-MS na presenca dos QCS........cccoiiiiiiiiieiiiiiiiiii e,

Figura 11. Andlise discriminante com método de minimos quadrados parciais
classificando as replicatas em ESPECIES. .........uueeiieiiiiiiiiiie e

Figura 12. Classificacdo bioquimica dos compostos identificados por GC-

Figura 13. Avaliacéo do perfil metabolico das diferentes espécies de Leishmania
(L0 [=T= 1 4T o PP

47

48

49

50
52

54

55

56

57

58

60



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Espécies patogénicas de Leishmania.............cccooiiiiiiiiiiieiiiieeee e
Tabela 2. Espécies pertencentes ao subgénero Sauroleishmania..............cccccevecnninnnnnnns
Tabela 3. Constituicdo do genoma de Leishmania spp.......ccccceeeeieii,

Tabela 4. Porcentagem de aglutinacdo de promastigotas de L. tarentolae em fase
logaritmica e estacionaria induzida pelas lectinas de Triticum vulgaris e Canavalia
<] 0 S 01 10 PR PP OTPPUPPPRUR

Tabela 5. Metabdlitos identificados por GC-MS e sua abundancia ibnica média em cada
ESPECIE dE LEISNMANIA.........uuiiiiiiee et e e e e e e e e e st r e e e e e e e e snnanreaaaeas

Tabela 6. Vias enriquecidas no MBRole com significAncia estatistica em cada par de
(o010 ¢ o= r=Tox= Lo JE PP PP P TPPPPPI

Tabela 7. Metabdlitos identificados por GC/MS cuja expressdo variou em pelo menos
50% de intensidade entre dUAS ESPECIES. .......ccuuuieiiiiiiiiei et

51

61

63

64

Xl



AP-1
BSTFA
CE-MS
ConA
CP
CPA
CPB
CPC
DHFR-TS
eV
GC-MS
GIPLs
gp63
HPA
HSP70
IFN-y
I9G
kDa
LC
LCD
LC-MS
LDPC
LMC
LPG
LT

LV

m
MAPK
MHC
min

mL

mg

mm
mM

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Proteina ativadora 1
N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida
Eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas
Lectina de Canavalia ensiformis
Cisteino-protease

Cisteino-protease tipo A

Cisteino-protease tipo B

Cisteino-protease tipo C

Diidrofolato redutase/timidilato sintase
Elétron-volt

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
Glicoinositolfosfolipideos

Glicoproteina de 63 kDa/Leishmaniolisina
Hide powder azure

Proteina de choque térmico 70

Interferon gama

Imunoglobulina G

Kilodalton

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose cutanea difusa
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
Leishmaniose dérmica pés-calazar
Leishmaniose mucosa

Lipofosfoglicano

Leishmaniose tegumentar

Leishmaniose visceral

Metro

Proteina quinase ativada por mitdgeno
Complexo principal de histocompatibilidade
Minuto

Mililitro

Miligrama

Milimetro

Milimolar

Xl



MRNA
m/z
NM
NMR

NF-xB
OPLS
ORF
P27
PBS
PCA

PI
PLS-DA
pmol
PPG
ppm
PSA-2
PVDF
PCR
QC
RFLP
RNA-Seq
rpm
SAP
SFB
SNP
SDS
STAT-1
TCMS
VM
WGA

Ubab
UTR

19

um

RNA mensageiro
Massa/carga
Novo mundo

Ressonéancia nuclear magnética

Fator nuclear kappa B

Projecéo Ortogonal de Estrutura Latente
Fase de leitura aberta

Proteina de superficie mitocondrial
Tampao fosfato-salino

Andlise de componentes principais
lodeto de propideo

Método de minimos quadrados parciais
Picomol

Proteofosfoglicano

Partes por milh&o

Antigeno 2 da superficie dos parasitos
Fluoreto de polivinilideno

Reacdo em cadeia de polimerase

Controle de qualidade

Polimorfismo no comprimento do fragmento de restricdo

Sequenciamento de RNA/ transcriptomas
Rotac¢6es por minuto

Fosfatase acida secretada

Soro fetal bovino

Polimorfismo de nucleotideo Unico
Dodecil sulfato de sodio

Transdutor de sinal e ativador de transcri¢ao 1
Trimetilclorosilano

Velho mundo

Lectina de Triticum vulgaris

Unidades

Enzima ativadora de ubiquitina tipo E1
Regi&o néo-traduzida

Micrograma

Microlitro

Micrometro

Xl


https://pt.wikipedia.org/wiki/Dodecil_sulfato_de_s%C3%B3dio

°C Graus Celsius

XV



RESUMO

Leishmania tarentolae é uma espécie incapaz de causar doenca, mesmo em individuos
severamente imunocomprometidos. Esta espécie infecta répteis e representa um importante
modelo para estudo da biologia do género Leishmania, uma vez que compartilha ancestral
comum com as espeécies patogénicas. L. tarentolae possui alto potencial biotecnolégico e
tem sido utilizada na producdo de proteinas recombinantes e vacinas. Contudo, diversos
aspectos de sua biologia sdo desconhecidos, como a presenca de LPG, atividade de
proteases, sensibilidade ao complemento e se formas metaciclicas sdo formadas. Assim, o
objetivo do presente estudo foi caracterizar aspectos da biologia de L. tarentolae, utilizando
metodologias moleculares e bioquimicas. Para tal, foram utilizadas a cepa LV-414 de L.
tarentolae, L. amazonensis PH8, L. major Friedlin e L. braziliensis M2904. A ocorréncia de
metaciclogénese em L. tarentolae foi avaliada comparando promastigotas em fase
logaritmica e em fase estacionéria por citometria de fluxo e avaliagdo de alteracdes na
composicdo de carboidratos de membrana por aglutinacdo com lectinas. Pequena
quantidade de células pequenas pode ser identificada e se manteve constante ao longo do
cultivo. As lectinas de Concanavalia ensiformis e Triticum vulgaris induziram a mesma
porcentagem de aglutinacdo de promastigotas logaritmicas e estaciondarias. A presenca de
LPG nestes parasitos foi analisada em extrato protéico total e extrato purificado por western
blotting utilizando os anticorpos CA7AE e WIC 79.3. Nenhuma reatividade dos anticorpos ao
extrato purificado foi visualizada, mas uma banda entre 100-130 kDa foi percebida no
extrato protéico total. O desaparecimento das bandas, apos o tratamento com proteinase K
confirmou a interacdo de proteinas glicosiladas com o anticorpo CA7AE. O perfil de
proteases intracelulares e secretadas de L. tarentolae foi analisado por ensaio de
zimografia. Nenhuma protease foi detectada nesta espécie nas condi¢fes testadas, em
oposi¢do a L. amazonensis, que apresentou atividade proteolitica no extrato protéico e no
sobrenadante da cultura. A susceptibilidade de L. tarentolae ao sistema complemento
humano foi avaliada em comparacdo a L. infantum. L. tarentolae foi altamente susceptivel
ao complemento, nas fases logaritmica e estacionaria. O perfil metabdlico de L. tarentolae
na fase estacionaria foi analisado por GC-MS, diferindo nitidamente do perfil das espécies
patogénicas, exibindo menor abundancia e/ou a auséncia de diversos metabdlitos
relacionados as vias de biossintese de purinas, pirimidinas, via das pentoses-fosfato,
glicolise e ciclo dos acidos tricarboxilicos. Esse estudo permitiu caracterizar varios aspectos
da biologia e do metabolismo de L. tarentolae para melhor utilizacgdo como modelo para
estudos de gendémica funcional, identificacdo de fatores de viruléncia, desenvolvimento de
vacinas e de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chave: L. tarentolae; ndo-patogénica; promastigotas metaciclicas; metabolémica;

diversidade molecular.
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ABSTRACT

Leishmania tarentolae is a species incapable of causing disease, even in severely
immunocompromised individuals. This species infects reptiles and represents an important
model for studying the biology of the genus Leishmania, since it shares a common ancestor
with the pathogenic species. L. tarentolae has high biotechnological potential and has been
widely used in the production of recombinant proteins and vaccines. Though several aspects
regarding its own biology are unknown, including the presence of LPG, protease activity,
sensitivity to complement and whether metacyclic forms are formed. Thus, the aim of the
present study was to characterize biological aspects of L. tarentolae, using molecular and
biochemical methodologies. The strains used in this study were L. tarentolae LV-414, L.
amazonensis PH8, L. major Friedlin and L. braziliensis M2904. Metacyclogenesis in L.
tarentolae was evaluated by comparing promastigotes in logarithmic and stationary phase by
flow cytometry and by assessing the occurrence of changes in the composition of membrane
carbohydrates by agglutination with lectins. Only a little percentage of small cells could be
identified and their amount remained constant throughout the culture. The lectins from
Concanavalia ensiformis and Triticum vulgaris induced same percentage of agglutination of
logarithmic and stationary promastigotes. The presence of LPG in these parasites was
evaluated using total protein extract and purified extract by western blotting using CA7AE
and WIC 79.3 monoclonal antibodies. No antibody reactivity against purified extract was
visualized, yet a band between 100-130 kDa was detected in the total protein extract.
Disappearance of the bands after treatment with proteinase K confirmed the interaction of
glycosylated proteins with CA7AE antibody. The profile of intracellular and secreted protease
of L. tarentolae was analyzed by zymography assay. No proteases were detected in this
species under the tested conditions, as opposed to L. amazonensis, which showed
proteolytic activity both in the protein extract and culture supernatant. The sensitivity of L.
tarentolae to the human complement system was evaluated in comparison to L. infantum. L.
tarentolae was highly susceptible to complement in logarithmic and stationary phases of
growth. The metabolic profile of L. tarentolae in the stationary phase was analyzed by GC-M
and marked differences were seen among the profile of metabolites of the non-pathogenic
and the pathogenic species, exhibiting lower abundance and/or absence of several
metabolites related to the biosynthesis pathways of purines, pyrimidines, pentoses-
phosphate pathway, glycolysis and the tricarboxylic acid cycle. This study contributed to the
characterization of several aspects of the biology and metabolism of L. tarentolae, improving
the application of these parasites as a model for studies of functional genomics, identification
of virulence factors, development of vaccines and therapeutic targets.

Keywords: L. tarentolae; non-pathogenic; metacyclic promastigotes; metabolomics;

molecular diversity.
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1 INTRODUCAO
1.1 Leishmania spp. e as leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas, de carater infecto-
parasitarias, causadas por protozoarios do género Leishmania (Ordem Kinetoplastida;
familia Trypanosomatidae). Aproximadamente 21 espécies de Leishmania, presentes nas
regides tropicais e subtropicais do planeta, sdo consideradas patogénicas (HERWALDT,
1999; MURRAY et al., 2005)

As espécies que infectam humanos e outros mamiferos séo diferenciadas de acordo
com o local de desenvolvimento no trato digestivo do inseto vetor em dois subgéneros
(tabela 1), Leishmania (Leishmania), quando o desenvolvimento se da no intestino anterior e
médio, e Leishmania (Viannia), quando o desenvolvimento ocorre no intestino posterior
(DOSTALOVA; VOLF, 2012). O homem ¢é um hospedeiro acidental e outros animais s&o
considerados hospedeiros primarios, incluindo animais silvestres, como roedores, canideos
selvagens, preguicas, porcos, gambas e guaxinins. Entre os animais domeésticos, os cées
sd0 0s animais mais importantes para epidemiologia da doenca (HERWALDT, 1999;
DAWIT, 2013; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). Por outro lado, em locais onde a
transmissdo das leishmanioses ocorre de modo antropondtico, por exemplo, Nepal,
Bangladesh e india (particularmente no estado de Bihar), o homem representa o Unico
reservatdrio dos parasitos (HERWALDT; 1999; DESJEUX, 2001; 2004).

Algumas espécies de Leishmania infectam répteis e ndo sdo patogénicas para
humanos (Tabela 2). A classificagdo destes parasitos no género Leishmania é controversa,
principalmente devido ao fato de que amastigotas intracelulares em répteis sdo raramente
observadas (SIMPSON; HOLZJR, 1988). No entanto, estudos de filogenia molecular
apresentaram evidéncias que indicam que as espécies do subgénero Sauroleishmania
evoluiram das espécies de Leishmania que parasitam mamiferos (CROAN; MORRISON;
ELLIS, 1997; ORLANDO et al., 2002).

As espécies que infectam répteis podem servir como um modelo Gtil para o estudo
da bioquimica e biologia molecular do género Leishmania. Estudos comparativos entre as
espécies patogénicas e nao-patogénicas sdo cruciais para auxiliar no entendimento da
viruléncia e dos mecanismos moleculares envolvidos ha interacdo parasito-hospedeiro
(NOYES et al.,, 1998; MIZBANI et al., 2011). Além disso, estes parasitos tem um alto
potencial na busca por novos quimioterapicos por apresentarem sensibilidade equiparavel
as espécies patogénicas, bem como a existéncia de sistema de expressdo bem
estabelecidos e o baixo risco de reverséo para viruléncia podem permitir a utilizacdo destes
organismos para producdo de uma vacina recombinante eficaz na prevencdo das
leishmanioses ( TAYLOR et al., 2010; MIZBANI et al., 2011; PINEDA et al., 2016).
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Tabela 1 - Espécies patogénicas de Leishmania

Subgénero Espécie Patologia Localizagdo  Ciclo de transmiss&o
L. aethiopica LC, LCD VM Zoonotico
L. amazonensis LC, LCD, LMC NM Zoonotico
L. donovani LV, LDPC, LC VM Zoondtico/
Leishmania antropondético
L. infantum LV, LC VM e NM Zoondtico
L. major LC VM Zoonotico
L. mexicana LC, LCD NM Zoonotico
L. tropica LC, LV VM Zoonotico/
antroponético
L.venezuelensis LC NM Zoondético
L. braziliensis LC, LMC NM Zoondtico
L. guyanensis LC, LMC NM Zoonotico
L. lainsoni LC NM Zoondtico
L. lindenbergi LC NM Zoonotico
Viannia L. panamensis LC, LMC NM Zoondético
L. naiffi LC NM Zoon6tico
L. peruviana LC, LMC NM Zoondético
L. shawi LC NM Zoon6tico
L. colombiensis LC NM Zoondtico

Distribuicdo geogréfica, ciclo de transmissdo e patologias causadas pelas espécies patogénicas de Leishmania.
Legendas: VM: velho mundo; NM: novo mundo; LC: leishmaniose cutanea; LV: leishmaniose visceral; LMC:
leishmaniose mucosa; LCD: leishmaniose cutédnea difusa; LDPC: leishmaniose dérmica pos-calazar. Fonte:
REITHINGER et al., 2007; AKHOUNDI et al., 2016 (adaptado).

1.2 Ciclo bioloégico

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo de vida heteroxénico, de modo
que as diferentes formas do parasito se alternam entre os insetos vetores e 0s hospedeiros
vertebrados. Os vetores naturais sdo fémeas de flebotominios, pertencentes a familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (DOSTALOVA; VOLF, 2012). Cerca de 30
espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo responsaveis pela transmissdo das
leishmanioses no Velho e Novo Mundo, respectivamente (SACKS; KAMHAWI, 2001;
DESJEUX, 2004) .

Duas formas principais sdo encontradas no ciclo biolégico da Leishmania, as
promastigotas e as amastigotas (SILVA-ALMEIDA et al., 2012). As promastigotas habitam o
trato digestivo do inseto vetor, possuem formato alongado e séo flageladas. Estas formas
podem ser subdivididas em promastigotas prociclicas que multiplicam no intestino dos
mosquitos e em promastigotas metaciclicas infectivas, nao-replicativas, que s&o
encontradas no aparato bucal e porcéo anterior do intestino do vetor (OLIVIER; GREGORY;
FORGET, 2005; SACKS; KAMHAWI, 2001). As formas amastigotas desenvolvem-se no
interior dos vacuolos parasitéforos dos macréfagos do hospedeiro vertebrado, sao
arrendondadas ou ovais, o flagelo apresenta-se encurtado e restrito a bolsa flagelar, por isso
sao imoveis (SILVA-ALMEIDA et al., 2012).
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Tabela 2 - Espécies pertencentes ao subgénero Sauroleishmania

Espécie Vetor Distribuicao
L. adleri S. (Si.) clydei, S. (S.) dentata Ird, Quénia
L. agamae P. (Pa.) caucasicus, P. (P.) Palestina, Libano, Turquemenistao,
papatasi, S. (S.) sintoni Israel, Mediterraneo Oriental
L. ceramodactyli P. (Pa.) caucasicus, P. (P.) Sudéo, Iraque, Mediterraneo Oriental,
papatasi, S. (S.) sintoni Turquemenistao
L. chameleonis Desconhecido Egito, Israel
L. davidi Desconhecido Africa Central
L. gulikae Desconhecido Turguemenistéo
L. gymnodactyli P. (Pa.) caucasicus, S. (Si.) Sudao, Ird, Turquemenistdo

clydei, S. (S.) dentata, P. (P.)
papatasi, S. (S.) sintoni

L. helioscopi Desconhecido Turguemenistéo
L. hemidactyli Desconhecido india
L. henrici Desconhecido Martinica
L. hoogstraali S. (Si.) clydei Sudao, Senegal
L. nicollei Desconhecido Turguemenistdo
L. phrynocephali Desconhecido Turquemenistéo
L. platycephala Desconhecido Tanzania
L. senegalensis S. (S.) dubia Senegal
L. sofieffi Desconhecido Russia
L. tarentolae S. (S.) antennata, S. (S.) minuta, P. (P.) Norte da Africa, Malta, Algéria, Sudao,
papatasi Italia, Franca
L. zmeevi S. (S.) arpaklensis, P. (P.) papatasi Turquemenistéo
L. zuckermani Desconhecido Sul da Africa, Sud&o
L. (S.) sp. | Desconhecido Paquistao
L. (S.) sp. |l Desconhecido Paquistao

Espécies pertencentes ao subgénero Sauroleishmania, sua distribuicdo geogréafica e seus respectivos vetores.
Legendas: P: Phlebotomus; Pa: Paraphlebotomus; S: Sergentomyia; Si: Sintonius. Fonte: AKHOUNDI et al.,
2016 (adaptado).

A infeccdo se inicia quando fémeas infectadas de flebotomineos inoculam
promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo
(Figura 1). A leséo tecidual resultante da picada induz um processo inflamatério local, no
qual um intenso recrutamento de neutrofilos é observado (PETERS et al.,, 2009). Os
neutrdéfilos constituem a primeira célula hospedeira para uma alta parcela dos parasitos
(PETERS et al.,, 2009). Evidéncias obtidas em experimentos realizados com L. major
sugerem que 0s parasitos sdo capazes de sobreviver no interior destes granuldcitos,
utilizando estas células como esconderijo no periodo inicial da infecgéo, durante a transicao
para 0 estdgio adaptado para sobrevivéncia nos macréfagos (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003; PETERS et al., 2009).

A deplecéo dos neutrofilos em um modelo de infeccdo por L. major demonstrou uma
reducdo significativa no nimero de parasitos viaveis no local da inoculacdo e do nimero de
Leishmanias recuperadas apos 1 a 4 semanas de infeccdo (PETERS et al., 2009). Durante
a infeccdo dos neutréfilos, os parasitos retardam a apoptose espontanea destes
granulécitos, que tornam-se apoptéticos cerca de 2-3 dias apés a infeccdo. A exposicao de
moléculas sinalizadoras na membrana, como fosfatidilserina, resulta na fagocitose dos

neutrofilos apoptoticos infectados pelos macrofagos. A ingestéo de células em apoptose é
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uma atividade rotineira dos macréfagos e ndo ativa os mecanismos de defesa contra
microrganismos. Além disso, a auséncia de interacéo fisica direta entre os macrofagos e os
protozoarios também previne a ativagdo dos mecanismos microbicidas (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003).

| Estagios no Vetor | ‘ Estagios em Humanos 1

Flebotomineos femeas/—\
inoculam promastigotas ) .
durante o repasto sanguineo Promastigotas sdo

fagocﬂ:adas por macrofagos

Promastigotas se dividem e
migram para a probdscide m

Promastigotas se
diferenciam em
amastigotas no interior dos
macrdéfagos

@ Amastigotas se diferenciam
em promastigotas 2
L)
[
@
4 ® G()D ®
©o

@ Amastigotas se multiplicam
® O ) dentro de células fagocitarias
de varios tecidos (incluindo

Ingestdo de células macréfagos)

infectadas Flebotomineos

femeas realizam o
repasto sanguineo

Figura 1. Ciclo biolégico de Leishmania spp. Durante o repasto sanguineo de fémeas de flebotomineos
infectadas, promastigotas sdo inoculadas na pele do hospedeiro vertebrado (1). Estas formas podem invadir

ativamente ou serem fagocitadas por células hospedeiras (2). No interior dos fagolisossomos, diferenciam-se em

amastigotas (3), que se multiplicam, levando a ruptura da célula hospedeira. No meio extracelular, as
amastigotas séo fagocitadas, infectando novas células (4). Quando um novo inseto se alimenta do hospedeiro
infectado (5), ingere sangue contendo células infectadas com Leishmania (6). As amastigotas diferenciam-se em
promastigotas no interior do intestino do vetor (7), onde se dividem e se transformam em promastigotas
metaciclicas, que migram para proboscide do inseto (8), e serdo transmitidas durante o préximo repasto
sanguineo. Fonte: REITHINGER et al., 2007.

As amastigotas multiplicam-se continuamente no interior dos vacuolos parasitéforos
dos macrofagos. O mecanismo pelo qual as amastigotas sao liberadas dos macréfagos para
0 meio extracelular é ainda desconhecido. O processo de transferéncia das amastigotas de
células infectadas para as células vizinhas pode variar de acordo com a espécie e pode
estar relacionado a cronicidade da infec¢gdo. Os mecanismos de transmissdo podem ocorrer
por meio da (1) liberac@o dos parasitos em consequéncia de morte celular e rompimento dos
compartimentos membranares; (2) fagocitose de células apoptéticas infectadas sem

rupturas. Um estudo recente demonstrou a indu¢do da apoptose de macrofagos infectados
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por L. amazonensis, levando a exposicao de fosfatidilserina e a consequente fagocitose por
outros macréfagos (DAMATA et al., 2015). Em contrapartida, macrofagos infectados com L.
guyanensis parecem morrer por necrose, e a infeccdo é mais amena do que por L.
amazonensis; (3) exocitose dos parasitos no interior de estruturas membranosas na
auséncia de morte celular e; (4) extrusdo a partir de células em morte celular (DAMATA et
al., 2015). Real e colaboradores (2014) demonstraram que diante da iminéncia da apoptose,
os macréfagos infectados com L. amazonensis emitem sinais que promovem a transferéncia
das amastigotas por meio de estruturas zeibticas contendo componentes da membrana
lisossomos.

As promastigotas metaciclicas perdem sua capacidade de adesdo ao epitélio
intestinal devido a alteragBes estruturais nos lipofosfoglicanos (LPG), migrando para a
porgdo intestinal anterior e proboscide, permitindo que estas formas sejam inoculadas no
hospedeiro vertebrado em um proximo repasto sanguineo do inseto vetor, concluindo o ciclo
bioldgico da Leishmania (SACKS; KAMHAWI, 2001; TURCO; SPATH; BEVERLEY, 2001).

A transmissdo da leishmaniose visceral pode ocorrer também através de outros
mecanismos raros, que incluem a transfusdo sanguinea, transplante de 6érgaos, o
compartilhamento de agulhas contaminadas por usuarios de drogas injetaveis, acidentes
laboratoriais e transmissdo congénita (CRUZ et al.,, 2002; HARHAY et al.,, 2011;
HERWALDT, 1999; PAGLIANO et al., 2005).

1.3 As leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencgas caracterizadas por ampla
diversidade clinica. Apesar da espécie da Leishmania ser o principal determinante do tipo de
patologia, o estado imunol6égico e background genético do hospedeiro vertebrado e a
espécie do inseto vetor também podem influenciar o desfecho da infeccdo (MCCALL;
ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013; MURRAY et al., 2005; VOLF et al., 2014).

As leishmanioses podem ser classificadas em dois tipos principais: leishmaniose
tegumentar (LT) e leishmaniose visceral (LV). A LT ainda pode ser subdividida em
leishmaniose cutanea localizada, difusa e disseminada e em leishmaniose mucosa (GOTO;
LINDOSO, 2012). Fatores como estado imunolégico e susceptibilidade genética do
hospedeiro desempenham papel critico no desfecho da infecgdo, entretanto, o fator
determinante parece ser a espécie de Leishmania (LIPOLDOVA; DEMANT, 2006; MURRAY
et al., 2005; ROGERS et al, 2011). Contudo, pouco se sabe sobre as diferencas
moleculares intra- e interespecificas associadas com as diferentes patologias e tropismos

teciduais.
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1.3.1 Leishmaniose cutanea

Na leishmaniose cutanea, os pacientes apresentam lesfes ulcerativas ou nodulares,
normalmente localizadas em regides expostas do corpo, como o rosto, braco e pernas
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). A manifestacéo inicial da infeccdo € um eritema no local
da picada, que progride para uma papula, seguida por um ndédulo que ulcera gradativamente
(REITHINGER et al., 2007). LesBes satélites e linfadenopatia localizada podem estar
presentes em alguns casos da doenca (DAVID; CRAFT, 2009). A cura espontanea da Ulcera
pode ocorrer em individuos imunocompetentes, deixando cicatrizes permanentes e
conferindo protecdo duradoura contra reinfeccdo pela mesma espécie e/ou infecgdo por
outras espécies de Leishmania spp (CHAPPUIS et al.,, 2007; REITHINGER et al., 2007).
Nas américas, a LC é causada pelas espécies L. mexicana, L. braziliensis, L. panamensis,
L. amazonensis, L. peruviana e L. guyanensis, enquanto que no Velho Mundo é causada por
L. major, L. tropica e L. aethiopica (MURRAY et al., 2005).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é uma variante anérgica rara de LC, descrita
em diferentes regibes das Américas do Sul e Central, Etidpia e Quénia ( REITHINGER et al.,
2007; GOTO; LINDOSO, 2012). Esta forma €& caracterizada pela presenca de mdultiplos
nddulos, papulas ou tubérculos ndo-ulcerativos altamente parasitados (GOTO; LINDOSO,
2012). O tratamento de LCD é complicado e nédo ocorre cura espontanea (REITHINGER et
al., 2007).

1.3.2 Leishmaniose mucosa

A leishmaniose mucosa usualmente ocorre meses ou anos apos a resolucdo da
leishmaniose cutanea, porém eventualmente ambas as manifestacbes podem ocorrer
simultaneamente (MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al., 2007; GOTO; LINDOSO,
2012) . Os sinais iniciais s@o eritema e ulceragbes nas narinas, seguido por perfuracdo do
septo nasal. Em determinados casos, o acometimento dos labios, bochecas, palato mole,
faringe e laringe é observado (REITHINGER et al.,, 2007). As lesGes podem resultar em
desfiguracdo facial e, por consequéncia, produzir estigma social (MURRAY et al., 2005;
REITHINGER et al., 2007). Embora LMC também possa ser causada por L. amazonensis, L.
panamensis e L guyanensis, a maioria dos casos estd associada com L. braziliensis
(CHAPPUIS et al., 2007; GOTO; LINDOSO, 2012).

1.3.3 Leishmaniose visceral

Leishmaniose visceral ou calazar é uma doenca sistémica e a forma mais severa

dentre as leishmanioses. A LV é causada por L. donovani na Africa e Asia e na regido do
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Mediterraneo, sudoeste e centro da Asia e América do Sul é causada por L. infantum
(também denominada L. chagasi ou L. infantum chagasi) (MURRAY et al., 2005).

As manifestacdes da LV iniciam apdés um periodo de incubagdo variavel. Os
pacientes tipicamente apresentam febre, fadiga, fraqueza, perda de peso, esplenomegalia
proeminente e hepatomegalia. Anemia, trombocitopenia e neutropenia sdo achados
frequentes, que decorrem da supressdo medular e do sequestro esplénico (CHAPPUIS et
al., 2007; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). Na auséncia de tratamento, os individuos
desenvolvem pancitopenia e estdo propensos a infec¢cdes secundarias, sangramentos
intensos e anemia severa, podendo chegar ao 6bito (MURRAY et al., 2005; CHAPPUIS et
al., 2007; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

O aparecimento de les6es maculares difusas, maculopapulares ou nodulares em um
subgrupo de individuos apds o tratamento efetivo da LV é um quadro caracteristico da
leishmaniose dérmica pés-calazar (LDPC). Esta complicacdo € considerada um indicio do
restabelecimento da imunidade celular contra o parasito. LDPC é comumente observada no
Sud&o e, mais raramente, na india (VAN GRIENSVEN; DIRO, 2012). As lesdes cutaneas
geralmente apresentam um numero significativo de parasitos e, por esse motivo, estes
pacientes atuam como reservatérios, contribuindo com a transmissdo da doenca
(CHAPPUIS et al., 2007).

1.4 Epidemiologia das leishmanioses

A transmissdo das leishmanioses ocorre de forma endémica em 98 paises e 3
territorios, localizados na Asia, Africa, Europa e Américas (ALVAR et al., 2012). Estima-se
que 350 milhdes de pessoas estéo sob risco de infecgédo por Leishmania spp (WHO, 2010).
Aproximadamente 58.000 casos de LV e 220.000 casos de LC sao registrados oficialmente
a cada ano. No entanto, devido a muitos casos ndo serem notificados, é estimado que
ocorram cerca de 200.000 a 400.000 casos de LV e 700.000 a 1.000.000 de casos de LC
anualmente (ALVAR et al., 2012).

O Brasil esta entre os paises com maior incidéncia anual de LV e LC, apresentando
uma média anual de 3.481 casos reportados de LV e de 26.008 de LC. Entretanto, em
decorréncia de uma parcela significativa dos casos ndo ser notificada, estima-se uma
incidéncia anual no pais de 72.800 a 119.600 casos da forma cutanea e de 4.200 a 6.300 da
forma visceral (ALVAR et al., 2012).

Apesar dos esforcos para controlar as leishmanioses, a incidéncia e a distribui¢cdo
dessas doencas estdo aumentando, devido a fatores antrépicos, como o desflorestamento,
a urbanizacdo desordenada, a migracdo e o aumento da susceptibilidade a infeccbes

associadas com imunossupressao e desnutricdo (DESJEUX, 2001, 2004). Em locais onde a
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transmissé@o da LV ocorre de forma zoondtica, a presenca de cdes no ambiente doméstico
esta associada com o aumento da incidéncia da doenga, haja vista que estes animais sédo
considerados 0s principais reservatorios nas areas urbanas (BELO et al., 2013; HARHAY et
al., 2011). O aquecimento global é um fator ambiental que pode estar associado com um
possivel aumento da area transmissao dos parasitos pelo inseto vetor e, consequentemente,
da populacdo em risco de infeccdo (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2010).

1.5 Fatores de Viruléncia em Leishmania spp.

Os fatores de viruléncia sdo componentes dos parasitos que favorecem sua invasao
no hospedeiro e o0 estabelecimento da infeccdo, de modo a contribuir com sua
patogenicidade (MATLASHEWSKI, 2001). O género Leishmania apresenta ampla
diversidade destes fatores, que podem variar de acordo com a espécie e o tipo de
hospedeiro (TURCO; SPATH; BEVERLEY, 2001). Dentre estes elementos, a
metaloprotease gp63, o0s lipofosfoglicanos (LPG), proteofosfoglicanos (PPG),
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), A2 e as cisteino-proteases sao 0os mais estudados.

1.5.1 Lipofosfoglicano

O lipofosfoglicano é o glicoconjugado de superficie mais abundante em
promastigotas. Esta macromolécula é composta por uma ancora de glicosilfostadilinositol
(&ncora GPI), uma porcao central formada por um heptassacarideo unida & uma regido de
repeticbes de dissacarideos fosforilados (Galpl, 4Man-PO,) e terminada por um pequeno
oligossacarideo denominado “cap” (OLIVIER et al., 2012).

O LPG é um fator de viruléncia multifuncional, que desempenha um papel
proeminente nas fases iniciais da infec¢cdo no hospedeiro vertebrado e na sobrevivéncia das
promastigotas no vetor (ILG, THOMAS, 2000; MATLASHEWSKI, 2001; OLIVIER et al.,
2012). A importancia do LPG na infeccdo foi demonstrada em ensaios utilizando parasitos
mutantes de L. major deficientes do gene Ipgl, que codifica uma galactofuranosiltransferase,
uma enzima necessaria para a sintese da porcao central do lipofosfoglicano. Estes mutantes
apresentam viruléncia atenuada, sendo susceptiveis ao sistema do complemento e aos
oxidantes produzidos pelas células hospedeiras, além de ndo possuirem a habilidade de
inibir a fusdo dos fagossomos aos lisossomos (SPATH et al., 2003).

No inseto vetor, o LPG est4 implicado na adesdo das promastigotas ao epitélio
intestinal, o que impede a eliminacdo do parasito durante a excrecdo do sangue digerido e,
juntamente com outros fosfoglicanos, protege estes organismos da acdo de enzimas
digestivas (SACKS et al., 2000). O LPG sofre modificacbes estruturais durante a

metaciclogénese que levam a perda da habilidade das promastigotas de se ligarem ao
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intestino, permitindo a liberacdo das formas infectivas no repasto sanguineo (TURCO;
SPATH; BEVERLEY, 2001).

Andlises estruturais de LPG de diferentes espécies de Leishmania revelaram a
ocorréncia de polimorfismos intra- e interespecificos, que estdo relacionados com a
especificidade dos parasitos a vetores distintos (DE ASSIS et al.,, 2012). A similaridade
observada na estrutura do lipofosfoglicano de L. major e L. turanica, por exemplo, pode
estar relacionada a capacidade de ambas as espécies se ligarem ao intestino de P. papatasi
(VOLF et al.,, 2014). A ancora glicolipidica e a porcdo central de glicano se mantém
conservadas nas diferentes espécies, enquanto que a estrutura e a composicdo dos
acucares, das cadeias laterais e do cap sao variaveis (DESCOTEAUX; TURCO, 2002).

1.5.2 Cisteino-proteases (CPs)

As cisteino-proteases sdo fatores de viruléncia prevalentes em espécies do
complexo L. mexicana (SILVA-ALMEIDA et al., 2012). CPA, CPB e CPC séo proteases mais
estudadas deste grupo. Evidéncias da importancia das CPBs como um dos principais
fatores de viruléncia de espécies do complexo L. mexicana sao provenientes de
experimentos utilizando parasitos geneticamente modificados, nos quais 0s genes
codificadores de CPA e/ou CPB foram deletados. Nestes estudos foi observado que as
cepas incapazes de produzir CPB apresentam viruléncia reduzida, produzindo lesdes
pequenas e de progressao lenta e induzem a alteracdo do perfil de resposta de Thl para
Th2 (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998). O CPB de L. mexicana também esta
envolvido na degradacdo do fator de transcricdo NF-xB e na inibicdo de STAT-1 e AP-1,
impedindo sua translocacdo para o nucleo e, desse modo, comprometendo a sintese de NO
pelos macréfagos em resposta ao IFN-y (ABU-DAYYEH et al., 2010).

Amastigotas de L. amazonensis internalizam moléculas de MHC de classe Il
sintetizadas pelas células hospedeiras e promovem sua degradacdo nos megassomos. A
participacdo das cisteino-proteases neste processo foi demonstrada através do uso de
inibidores de CPs que previnem a clivagem destes complexos e, consequentemente,
acumulam no interior dos parasitos. Estas observacdes evidenciam o envolvimento das CPs

na inibicdo da apresentacdo de antigeno ( LEAO et al., 1995).

1.5.3gp63

gp63 € uma metaloprotease de 63 kDa dependente de zinco presente na membrana
de Leishmania (SEAY; HEARD; CHAUDHURI, 1996). Estas moléculas sdo as proteinas de
superficie mais abundantes em promastigotas, enquanto que s&o expressas em niveis

reduzidos em amastigotas (SCHNEIDER et al., 1992). A presenca de gp63 em ambas as
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formas biolégicas dos parasitos sugere que esta protease desempenhe funcdes diferentes
de acordo com o estagio de desenvolvimento (OLIVIER et al., 2012). Em promastigotas,
gp63 estd envolvida na evasdo ao sistema de complemento e favorece a migracdo dos
parasitos através da matriz extracelular, possivelmente pela degradacdo de fibronectina e
colageno tipo IV, como demonstrado em experimentos in vitro utilizando matrigel
(MCGWIRE; CHANG; ENGMAN, 2003; D’AVILA-LEVY et al., 2014). Durante esta fase, a
metaloprotease interage com receptores de fibronectina, auxiliando na adesao dos parasitos
aos macroéfagos e, possivelmente favorecendo a internalizacdo destes protozoarios pelos
fagécitos (BRITTINGHAM et al., 1999).

A contribuicdo precisa da gp63 na sobrevivéncia de amastigotas no interior dos
macrofagos ainda é uma questdo em debate (OLIVIER, MARTIN et al., 2012). A diminuicdo
da expressdo de gp63 por meio do uso de RNA antisenso resulta em parasitos com
capacidade reduzida de sobreviver no interior de fagécitos (CHEN et al., 2000). De modo
adicional, experimentos realizados com lipossomos cobertos com gp63 e contendo
guantidades variaveis de albumina de soro bovino marcada radioativamente, demonstraram
um papel protetor do revestimento contra a degradagédo dessas particulas no interior dos
fagolisossomos (SEAY; HEARD; CHAUDHURI, 1996). Coletivamente estes dados apontam
que a gp63 desempenha um papel na sobrevivéncia e multiplicagdo das amastigotas no

ambiente intracelular dos macréfagos.

1.6 L. tarentolae: uma espécie ndo-patogénica

O estudo de espécies ndo-patogénicas, em especial a L. tarentolae, apresenta um
alto potencial na busca por novas drogas e na producdo de vacinas para o tratamento e
prevencdo das leishmanioses. Por exemplo, a sensibilidade as drogas leishmanicidas de
amastigotas axénicas e intracelulares de Leishmania tarentolae € equiparavel a das
espécies patogénicas, o que sugere o potencial da utilizacdo destes organismos em etapas
preliminares de pesquisas por novos farmacos (TAYLOR et al., 2010; PINEDA et al., 2016).

Além disso, a capacidade de produzir proteinas de dificil expressdo, como por
exemplo, a enzima superoxido dismutase e a eritropoietina, coloca a L. tarentolae como uma
potencial plataforma de producdo de proteinas. A facilidade de manipulacdo genética, a
possibilidade de producédo em larga escala e, em especial, a habilidade destes organismos
de realizar N-glicosilagbes semelhantes as produzidas por mamiferos, sdo as principais
vantagens da utilizacdo destes protozoarios como sistema de expressdo (BASILE;
PETICCA, 2009; BREITLING et al., 2002; NIIMI, 2012). Além disso, estes parasitos também

realizam outras modificagfes pés-traducionais importantes para a producgéo de proteinas na
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forma ativa, como processamento de sequéncias sinalizadoras, dobramento de proteinas e
formacgédo de pontes dissulfeto (BASILE; PETICCA, 2009; NIIMI, 2012).

Leishmania tarentolae é uma espécie pertencente ao subgénero Sauroleishmania,
incapaz de causar doengca em humanos, cujos hospedeiros naturais sdo pequenos lagartos
(BRETON et al., 2005; NOVO et al., 2015). Estes parasitos foram isolados inicialmente em
um geconideo da espécie Tarentola mauritanica (WENYON, 1921) e, é a espécie mais
estudada deste subgénero.

A distribuicdo geogréfica desta espécie esta limitada ao Velho Mundo (ORLANDO et
al., 2002). Estudos envolvendo infec¢des experimentais em espécies de lagartos do Novo
Mundo demonstraram que a L. tarentolae é incapaz de estabelecer infeccdo em diversas
espécies distribuidas pelas Américas. Além disso, estes parasitos ndo sdo observados em
populacdes naturais de geconideos encontrados nestes territorios (DOLLAHON; JANOVY,
1974).

A transmisséo para os répteis pode ocorrer por meio da picada de insetos ou pela
ingestdo do vetor infectado (ADLER, 1962). Os vetores séo insetos pertencentes ao género
Sergentomyia, que se alimentam do sangue de répteis e de outros vertebrados, incluindo
humanos (BATES, 2007; BRAVO-BARRIGA et al., 2016).

Nos lagartos, os parasitos sdo encontrados predominantemente como promastigotas
na circulagdo sanguinea e no lumen cloacal e intestinal (revisado por SIMPSON e HOLZ,
1988). Amastigotas livres ou no interior de mondcitos sdo raramente observadas
(ELWASILA, 1988; SIMPSON; HOLZJR, 1988). Ndo h& nenhuma evidéncia de efeitos
patolégicos nos répteis infectados (TELFORD JR, 1984; ELWASILA, 1988).

A L. tarentolae possui a habilidade de infectar fagocitos de humanos e murinos e é
capaz de se diferenciar em amastigotas no interior destas células (TAYLOR et al., 2010). No
entanto, é incapaz de causar doengca mesmo em camundongos severamente
imunocomprometidos, em decorréncia dos parasitos desta espécie ndo conseguirem
persistir em células fagocitarias de mamiferos por longos periodos (BRETON et al., 2005).

Um estudo recente apresentou evidéncias de assinaturas moleculares de L.
tarentolae em diferentes tecidos de uma mumia brasileira do século XVIII-XIX. Embora estas
observacdes devam ser consideradas e interpretadas com cautela, os autores sugerem a
possibilidade de terem existido em um passado recente no Brasil, cepas patogénicas de L.
tarentolae com capacidade de visceralizagdo (NOVO et al., 2015).

A inclusdo das espécies de Sauroleishmania ao género Leishmania ainda
permanece controversa, tendo em vista que poucos estudos com o intuito de solucionar esta
guestdo tem sido realizados, pois estes parasitos ainda sdo considerados por muitos
pesquisadores como organismos de baixa relevancia clinica (MOMEN; CUPOLILLO, 2000;

AKHOUNDI et al., 2016). Estudos de filogenia baseado na comparacdo de sequéncias de
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DNA de L. tarentolae e de espécies patogénicas indicam que 0s parasitos pertencentes a
Sauroleishmania compartilham ancestral comum com as espécies do subgénero
Leishmania, como demonstrado na figura 2 (CROAN; MORRISON; ELLIS, 1997; ORLANDO
et al., 2002). O periodo no qual as espécies que infectam répteis divergiram das que
causam patologias em mamiferos ainda ndo esté claro e estudos adicionais sdo necessarios

para auxiliar nesta elucidagcdo (AKHOUNDI et al., 2016).

L. (L.) amazonensis
L. (L.) donovani
‘ L. (L.) infantum

L. (L.) major

L. (8.) tarentolae

L. (V.) braziliensis

Crithidia fasciculata

Figura 2. Arvore filogenética representativa das relacdes de parentesco de Leishmania spp. construida a
partir da sequéncia codificadora da dihidrofolato redutase/timidilatosintase (DHFR-TS). As sequéncias de
DHFR-TS de seis espécies representativas de Leishmania foram alinhadas. Para obtencéo de uma arvore por
parcimdnia méxima, a sequéncia codificadora de Crithidia fasciculata, uma espécie de tripanossomatideo

monogenético, foi empregada como grupo externo. Adaptado de FERNANDES et al., 2014.

Apesar de milhdes de anos de divergéncia no género Leishmania, o genoma destes
parasitos apresenta altos niveis de sintenia e de conservacdo do conteddo génico.
Aproximadamente 90% dos genes da L. tarentolae sdo compartilhados com outras espécies
de Leishmania. Sabe-se que 250 genes presentes nas espécies patogénicas estdo ausentes
em L. tarentolae, muitos dos quais sdo expressos especificamente por amastigotas
intracelulares. A falta da expressdo desses genes e/ou a presenca em numeros variaveis de
copias pode estar associada a auséncia de patogenicidade da L. tarentolae e com a
capacidade reduzida de sobreviver no meio intracelular (RAYMOND et al., 2012).

Apenas 14% dos genes exclusivos de L. tarentolae apresentam funcéo putativa,
incluindo uma proteina dedo de zinco C3HC4, uma malato desidrogenase, uma proteina da
familia OmpA (proteina da membrana externa A), uma poli(A) polimerase distinta, uma
proteina contendo um motivo LA, uma fosfoinositideo quinase, entre outras (RAYMOND et
al., 2012)

A auséncia de patogenicidade de L. tarentolae pode estar também associada a
outros fatores, que incluem as diferencas na termofisiologia entre esta espécie e as que

causam doencas em mamiferos, mudancas na sequéncia de aminoacidos dos fatores de
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viruléncia presentes nestes parasitos e/ou a falta de elementos ainda n&o identificados
(AZIZI et al., 2009). Alguns fatores de viruléncia bem caracterizados de espécies
patogénicas de Leishmania estdo presentes em L. tarentolae, dentre eles, a cisteino-
protease tipo b (CPB), as proteases de superficie GP63 e amastinas. No entanto, A2 que
desempenha um importante papel no tropismo e capacidade de visceralizagdo de L.
donovani e L. infantum, encontra-se ausente nesta espécie (AZIZI et al., 2009). Ressalta-se
que o lipofosfoglicano, um importante fator de viruléncia para as espécies de Leishmania,
ainda néo foi caracterizado em L. tarentolae.

Diversas taticas para producdo de vacinas contra as leishmanioses ja foram
testadas, incluindo a utilizacdo de parasitos viaveis e atenuados por métodos quimicos,
fisicos e genéticos. Contudo, estes métodos apresentam problemas relacionados a
seguranga, havendo risco de ocorréncia da doenga nos individuos vacinados, a
possibilidade de atenuagdo incompleta e de reversdo dos organismos para o fenétipo de
viruléncia, além da falta de reprodutibilidade de muitas dessas vacinas (BRETON et al.,
2005; MIZBANI et al., 2009; SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI, 2014). A utilizacdo de
organismos nao-patogénicos viaveis, como L. tarentolae, para producdo de vacinas se
apresenta como uma alternativa segura, com baixo risco de conversdo para viruléncia
(MIZBANI et al., 2010). Outra vantagem do uso de L. tarentolae é a sua capacidade de
mimetizar o curso natural da infeccdo, consequentemente, levando a producdo de uma
resposta imune similar a natural (BRETON et al.,, 2005; MIZBANI et al., 2009;
SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI, 2014). Estes protozodrios ativam células apresentadoras
de antigeno, promovem a maturacdo de células dendriticas e a producdo de IFN-y a partir
de linfocitos T, de modo que induzem uma resposta protetora do tipo Thl (BRETON et al.,
2005). Tendo em vista que estes parasitos séo vetores seguros, muitos esforgos tem sido
feitos para sua manipulagédo genética, para que expressem antigenos imunodominantes de
Leishmania, como a proteina A2 (MIZBANI et al., 2009; SALJOUGHIAN; TAHERI; RAFATI,
2014).

Apesar de L. tarentolae representar um importante organismo modelo para estudos
da biologia de todo o género Leishmania e das suas diversas aplicacdes biotecnolégicas,
pouco se sabe a respeito da biologia destes organismos, incluindo se formas metaciclicas
sdo produzidas, bem como informacdes acerca da composicdo e da variabilidade do
proteoma e metaboloma destes parasitos em relacdo as espécies patogénicas ainda nao

foram descritas.
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1.7 A importancia das 6micas como ferramentas para o estudo da diversidade

molecular de Leishmania spp.

A nomenclatura "ciéncias 6micas" tem sido frequentemente utilizada para rotular as
areas da ciéncia que utilizam tecnologias experimentais de alto rendimento para produzir um
grande volume de dados, como a gendmica, transcriptbmica, protedbmica e metabolémica.
Os avancgos dessas técnicas nos ultimos anos, juntamente a uma consideravel reducéo dos
custos tem permitido a elucidacéo de diversas caracteristicas bioldgicas dos parasitos, como
SNPs, modificacdes de proteinas, alteracdes na expressao génica, assinaturas metabdlicas,
entre outros (SOUSA; NETO; BRITO, 2013; CANTACESSI et al., 2015). A integracdo de
dados genbmicos, transcriptdmicos, protedbmicos e metabolémicos podem auxiliar na
identificacdo de fatores moleculares interespecificos associados aos diferentes tropismos e
patologias.

1.7.1 Gendmica comparativa entre as espécies do género Leishmania

O genoma de Leishmania é caracterizado por elevadas sintenia e conservacdo do
contetdo génico, o0s genes estdo organizados em unidades de transcricdo policistronicas e
introns raramente sdo encontrados (ROGERS et al., 2011). Do total de aproximadamente
8.300 genes, apenas poucos deles sdo especificos a determinada espécie de Leishmania,
conforme demonstrado na tabela 2 (PEACOCK et al., 2007; ROGERS et al.,, 2011). A
formacdo de pseudogenes € um importante fator envolvido nas diferencas genéticas entre
as espécies, em decorréncia da maior parte dos genes espécie-especificos ser resultado da
deterioracdo da sequéncia codificadora nas demais espécies, levando a perda de fungéo da
proteina (PEACOCK et al., 2007; SMITH; PEACOCK; CRUZ, 2007).

Os genes-espécie especificos sdo conservados nas cepas da mesma espécie
presentes em diferentes regides geograficas (ROGERS et al., 2011). A maior parte destas
sequéncias codifica proteinas de fungéo desconhecidas (PEACOCK et al., 2007; ROGERS
et al.,, 2011). A expressao heterbloga de genes espécies-especificos de L. donovani e L.
infantum em L. major demonstrou que apenas alguns destes genes contribuem para a
capacidade de visceralizacdo destas espécies, como LinJ.28.0340 e A2 (ZHANG et al.,
2003; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2010). No entanto, nenhum destes genes de forma
individual é capaz de promover um aumento na viruléncia de L. major de modo similar as
espécies L. donovani e L. infantum, sugerindo que embora os genes exclusivos contribuam
para o tropismo dos parasitos e na determinacdo do tipo de doenca, outros fatores como
namero de coépias génicas, polimorfismos e diferencas na expressdo génica também
contribuem para a diversidade fenotipica (PEACOCK et al.,, 2007; ROGERS et al., 2011;
VALDIVIA et al., 2015; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2010).
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A andlise comparativa do genoma de uma cepa atipica de L. donovani (MON-37) do
Sri Lanka, que é dividida em duas sub-cepas caracterizadas por causarem patologias
distintas, leishmaniose cuténea e leishmaniose visceral, revelou a presenca de SNPs em
regides codificadoras e intergénicas que variam entre os isolados (ZHANG et al., 2014). O
gene que codifica a proteina RagC, uma pequena GTPase, é um exemplo de sequéncia que
contém SNP que difere as subcepas, de forma que o isolado que causa LC apresenta uma
substituicdo de aminoacido em homozigose (ZHANG et al., 2014). A introducdo do gene
RagC do isolado que causa LV na outra subcepa que causa LC resulta em um significativo
aumento nos niveis de infeccdo no bago, evidenciando o impacto de SNPs na fungéo génica
e na determinacédo do fenétipo (ZHANG et al., 2014; CANTACESSI et al., 2015).

As andlises de variacdes no nimero de copias de genes, duplicagdes de arranjos em
tandem e numero de cépias de cromossomos revelam extensivas diferencas entre as
espécies de Leishmania, mesmo em espécies estreitamente relacionadas, como a L.
peruviana e a L. braziliensis (ROGERS et al., 2011; VALDIVIA et al., 2015). A aneuploidia é
comum, o conteddo cromossomal tende a variar de célula a célula, um fendbmeno
denominado aneuploidia em mosaico, que decorre de erros na replicacdo cromossomal
(ROGERS et al., 2011; STERKERS et al., 2012). Os parasitos possivelmente utilizam este
mecanismo para se adaptarem a altera¢des nas condigbes ambientais e, este processo esta

associado com alto grau de diversidade gendmica intra-especifica (STERKERS et al., 2012).

Tabela 3 - Constituicdo do genoma de Leishmania spp.

L. major L.infantum L. braziliensis L. mexicana L. tarentolae

Tamanho 32.855.089 32.101.728 31.997.773 32.108.741 30.440.719
NlUmero de 36 36 35 34 36
Cromossomos

Contelido GC (%) 59,7 59,6 57,8 59,7 57,2
Genes codificadores 8412 8241 8357 8250 8201
de proteinas

Genes espécie- 14 19 67 2 73
especificos

Fonte: RAYMOND et al., 2011; ROGERS et al., 2011 (adaptado).

Estes mecanismos permitem o aumento dos niveis transcricdo, compensando a
auséncia de mecanismos de controle transcricional e contribuindo para a diversidade
fenotipica nestes parasitos (LAFFITTE et al., 2016; ROGERS et al., 2011).

De modo geral, a plasticidade genbmica, polimorfismos e as diferencas na dosagem

génica sao fatores potenciais na variabilidade fenotipica em termos de viruléncia e tipo de
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patologia (STERKERS et al., 2012; REAL et al., 2013; ZHANG et al., 2014; CANTACESSI et
al., 2015).

1.7.2 O controle da expressdo génica e a interacdo parasito-hospedeiro

A regulacdo da expressdo em Leishmania ocorre principalmente nos niveis pos-
transcricionais, traducionais e péds-traducionais, devido a quase completa auséncia de
promotores especificos de RNA polimerase Il e de fatores de transcricdo (MCNICOLL et al.,
2006). A transcricdo do genoma nestes organismos ocorre de forma policistronica, os RNAs
mensageiros (MRNA) individuais sdo gerados por processamento pos-transcricional, que
envolve o trans-splicing e a poliadenilagcdo do pré-mRNA (CLAYTON; SHAPIRA, 2007,
DILLON et al., 2015). Durante o trans-splicing, uma sequéncia de RNA de 39 nucleotideos,
denominada Spliced Leader RNA (SL-RNA ou miniexon), € adicionada a por¢do 5 do mRNA
(CLAYTON e SHAPIRA, 2007). O sitio aceptor de splicing candnico é o dinucleotideo AG
antecedido por um trato de polipirimidina (CLAYTON e SHAPIRA, 2007; DILLON et al.,
2015). A poliadenilagéo ocorre concomitantemente ao trans-splicing na regido 3' do mRNA
(CLAYTON e SHAPIRA, 2007).

Estudos de expressdo baseados em microarranjos sugerem gue a maioria dos genes
sao expressos constitutivamente durante todas as fases do ciclo de vida dos parasitos,
apresentando apenas um numero limitado de genes diferencialmente expressos (~10%)
entre os estagios de promastigota e amastigota (LEIFSO et al., 2007; ROCHETTE et al.,
2008; DEPLEDGE et al., 2009). Outro estudo sobre metaciclogénese usando RNA-seq
revelou alterac6es substanciais na expressao entre os estagios de promastigotas prociclicas
e metaclicicas, com aproximadamente 3200 genes diferencialmente expressos (DILLON et
al., 2015). As discrepancias no nimero de genes regulados no ciclo de vida de Leishmania
observados em cada estudo podem ser decorrentes de diferencas nas técnicas
empregadas. Estudos transcriptbmicos baseados na utilizagcdo microarranjos apresentam
algumas desvantagens que podem ter contribuido para identificagcdo incompleta dos genes
regulados, incluindo a ocorréncia de artefatos de hibridizacéo, a necessidade da utilizacéo
de grandes quantidades de RNA e restricdo do numero de genes incluidos nos arranjos
(DILLON et al., 2015).

Diferencas substanciais foram observadas no perfil de expressdo de diferentes
espécies de Leishmania por meio de andlises comparativas por microarranjos. O conjunto
de genes diferencialmente expressos varia de acordo com a espécie, poucos Ssao
compartilhados entre o0s parasitos de diferentes espécies (ROCHETTE et al,
2008;DEPLEDGE et al., 2009). De modo semelhante, comparacdes do padréo de expressao

génica dos genes que codificam A2, proteina quinase ativada por mitdogenos (MAPK),
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antigeno de superficie dos parasitos (PSA-2), Al, proteina de membrana mitocondrial (P27)
e a enzima ativadora de ubiquitina tipo E1 (Uba5) dos parasitos em tecidos de pacientes
apresentando LV, LC e LDPC por PCR em tempo real demonstrou diferencas significativas
em cada uma das doencas (SHARMA et al., 2010). Em L. donovani, espécie responséavel
por duas das formas clinicas analisadas, LC e LDPC, foram observadas varia¢cdes no perfil
de expressédo nos diferentes tecidos. Na LV, esta espécie apresenta altos niveis de Uba5 e
A2, enquanto que em LDPC estes transcritos sdo observados apenas raramente; dado o
papel de A2 na visceralizacdo, a perda da sua expressao pode ser um fator facilitador da
ocorréncia de LDPC. Apesar da ocorréncia de LC e LDPC no mesmo tecido, os niveis de
PSA-2 sdo mais altos em L. donovani, ao mesmo tempo em que Al é mais expresso em L.
tropica (SHARMA et al., 2010).

A andlise da expressao génica de macréfagos de camundongos de C57BL/6 e CBA
infectados in vitro com L. amazonensis revelou diferengas substanciais nos genes que estdo
modulados em cada fagocito na presenca do parasito, e as diferencas identificadas
possivelmente estdo associadas com os diferentes perfis de susceptibilidade a infeccdo
(PROBST et al., 2012). Por outro lado, uma analise comparativa do perfil transcriptdmico de
macroéfagos infectados com Leishmania major e L. amazonensis demonstrou que apenas
quatro genes sao diferencialmente expressos nos fagocitos infectados com cada espécie
apoés 4 horas de infeccdo (FERNANDES et al., 2016). Este achado indica que apesar de
haver diferencas nas apresentacdes clinicas e nas respostas imunes, 0s parasitos de
diferentes espécies induzem alteracbes similares na expressdo génica das células
infectadas (FERNANDES et al., 2016).

As diferencas de expressdo entre os diferentes estagios do clico biologico de
Leishmania sdao mediadas por nimero de cépias de genes e por processamento pos-
traducional, incluindo a taxa de degradacdo de mRNA (CLAYTON e SHAPIRA, 2007). A
regido 3’ UTR parece estar envolvida na estabilidade do mRNA e na regulag&o da traducéo
(SHAPIRA et al., 2001; CLAYTON; SHAPIRA, 2007).

Os esforgos para correlacionar os dados de expressdo de mRNA e os niveis de
proteinas em Leishmania resultaram em taxas de concordancia modestas (~53%) e estas
diferencas estdo associadas a auséncia de controle transcricional e consideravel regulacéo
nos niveis poés-transcricional, traducional e pds-traducional (MCNICOLL et al.,, 2006;
COHEN-FREUE et al., 2007). Portanto, a utilizacdo da transcriptdmica isoladamente pode
ndo ser suficiente para auxiliar na descoberta dos fatores moleculares dos parasitos

envolvidos na determinacédo do tipo de patologia.
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1.7.3 Protebmica

Os estudos protedmicos tem sido particularmente Uteis na deteccdo de proteinas
diferencialmente expressas durante as fases do ciclo de vida de Leishmania, em
decorréncia do modo caracteristico de regulacdo da expressdo dos protozoarios deste
género (MCNICOLL et al., 2006; LEIFSO et al., 2007; SCHELTEMA et al., 2010). Contudo,
apenas 36% dos cerca de 8.300 genes codificadores de proteinas possuem uma funcéo
putativa, o que dificulta a utilizacdo da proteG6mica na caracterizacdo da diversidade
molecular destes organismos, sendo necessarios estudos para identificagdo da funcéo da
maioria das ORFs para ampliar a utilizacdo desta metodologia no estudo de Leishmania spp
(BROBEY et al., 2006; IVENS et al., 2006; SCHELTEMA et al., 2010).

Analises protebmicas comparativas por eletroforese bidimensional demonstram que
a maioria dos spots apresentam similaridade na distribuicdo e intensidade, sendo a minoria
deles expressos diferencialmente em determinada espécie (BROBEY et al.,, 2006;
HAJJARAN et al., 2015). As proteinas espécies-especificas identificadas por estes estudos
estdo envolvidas em diversos processos biolégicos, porém estudos funcionais séo
necessarios para definir o papel dessas moléculas na patogénese, bem como a confirmacgao
das diferencas observadas por outras metodologias, como western blotting (HAJJARAN et
al., 2015). Modificagbes poés-traducionais também podem ser um fator importante na
determinacdo da viruléncia (MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013). Diferencas
significativas sdo observadas no perfil de fosforilacdo de proteinas de cepas virulentas e
ndo-virulentas de L. donovani em resposta ao estresse térmico, o que sugere a participacao
dessas alteracbes no estabelecimento da infeccdo (SALOTRA; RALHAN; SREENIVAS,
2000).

1.7.4 Metabolomica

A metabolémica é uma area em gendmica funcional que estuda compreensivamente
e gualitativamente o conjunto de metabdlitos de um organismo, tecido, 6rgao ou célula em
um determinado momento (SCHELTEMA et al., 2010; PAGET et al., 2013). O metaboloma é
a representacdo mais proxima do fenétipo, visto que é no nivel dos metabdlitos que as
respostas as modificacfes genéticas e as influéncias ambientais sdo observadas (FIEHN,
2002; SCHELTEMA et al., 2010).

Diante da ampla diversidade de metabdlitos com propriedades quimicas e fisicas
distintas, ndo € possivel analisar todo o metaboloma de uma amostra em um Unico
experimento utilizando apenas um método (SCHELTEMA et al., 2010). Por consequéncia,
uma combinacdo de métodos de extracdo e de plataformas analiticas sdo frequentemente

utilizadas, dependendo do objetivo do estudo. Dentre as plataformas analiticas mais
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empregadas em estudos metabolémicos estédo incluidas a ressonéncia nuclear magnética
(NMR), a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS), a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e a eletroforese capilar
acoplada a espectrometria de massas (CE-MS) (PAGET et al., 2013).

O GC-MS é considerado método padréo ouro na identificacdo de diversos compostos
como lipideos e outras biomoléculas. Esta tecnologia associa 0 baixo custo e facilidade
operacional com uma alta sensibilidade e reprodutibilidade, além de permitir a utilizacéo de
bases de dados publicas e comerciais para identificacdo dos compostos (GARCIA,
ANTONIA; BARBAS, 2011; PAGET et al.,, 2013; SCHELTEMA et al., 2010). Contudo,
apresenta a desvantagem de que apenas compostos volateis e termoestaveis, ou que
possam ser volatilizaveis por um processo de derivatizacdo podem ser analisados por esta
técnica (CREEK et al., 2012).

O potencial de estudos metaboldmicos na parasitologia é particularmente relevante
na elucidacdo de diversos aspectos da biologia dos parasitos e da sua interagdo com o
hospedeiro, na identificagcdo de processos metabolicos passiveis de serem alvos de
medicamentos, na caracterizacédo de adaptacdes no metabolismo de organismos resistentes
a drogas (SCHELTEMA et al., 2010; PAGET et al., 2013). Desse modo, a metabolémica
pode fornecer informacdes Uteis para complementar dados de transcriptdmica e protedmica,
auxiliando no entendimento da complexidade molecular destes organismos.

A crescente resisténcia as drogas leishmanicidas disponiveis e a ocorréncia de
sérios efeitos colaterais representam alguns dos principais desafios no controle das
leishmanioses (BRETON et al., 2005; DOLSTALOVA e VOLF, 2012). Por consequéncia, a
maioria dos estudos metabolémicos tem focado principalmente em esclarecer o mecanismo
de acdo das novas drogas e das ja em uso e, em descobrir 0S mecanismos associados a
resisténcia (T'KINDT et al., 2010; BERG et al., 2013).

Os antimoniais pentavalentes (antimoniato de meglumina e estibogluconato de s6dio)
constituiram a primeira linha de tratamento para a forma visceral de leishmaniose por
aproximadamente 70 anos (CHAPPUIS et al., 2007; DAWIT, 2013). Contudo, o alto custo, a
ocorréncia de sérios efeitos colaterais e altas taxas de resisténcia observadas em diversas
regides da India tem limitado a sua utilizacdo na préatica clinica (DESJEUX, 2001; 2004;
DAWIT; GIRMA; SIMENEW, 2003). A utilizacdo de uma abordagem metabolédmica
multiplataforma com o objetivo de identificar altera¢ces moleculares associadas a acao dos
antimoniais demonstrou que estas drogas interferem com o controle redox dos parasitos
sensiveis, aumentando a susceptibilidade ao estresse oxidativo, e diminuicdo nos niveis de
metabdlitos utilizados como substratos em processos bioenergéticos também foi observada
(ROJO et al., 2015).
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A miltefosina € uma droga oral, inicialmente desenvolvida para tratamento de
tumores, que tem sido empregada como alternativa aos antimoniais. O mecanismo de acao
e 0s associados a uma provavel resisténcia ndo sdo completamente elucidados. Estudos
metabolémicos evidenciaram um aumento gradual nos niveis de ROS intracelular nos
parasitos sensiveis, possivelmente associado a disfun¢cdo mitocondrial (CANUTO et al.,
2014; VINCENT; BARRETT, 2015). O nivel de internalizacdo da droga € menor nos
parasitos resistentes e estes organismos parecem tolerar o estresse oxidativo, em funcéo do
aumento da biossintese de tripanotiona, um importante metabdlito envolvido na defesa
antioxidante de Leishmania (CANUTO et al., 2014). Durante o tratamento com miltefosina,
aumentos nos niveis de acucares e fragmentos de alcanos durante os picos de producao de
ROS foram observados nos parasitos sensiveis, juntamente a sinais de danos ao DNA. Em
seguida, os niveis da maioria dos metabdlitos diminui, possivelmente em decorréncia do
comprometimento da membrana celular e o extravasamento dos componentes intracelulares
(VINCENT et al., 2014).

Diante da importancia da diferenciacdo dos parasitos em relagédo a alteragbes do
perfil de susceptibilidade a drogas, alguns estudos procuram estabelecer relagdo entre as
modificagdes que ocorrem durante o ciclo celular com os mecanismos de resisténcia (BERG
et al.,, 2013). A analise comparativa do perfil metabdlico de cepas sensiveis com cepas
resistentes a antimoniais pentavalantes durante o processo de diferenciacdo sob presséo de
droga revelou diferencas significativas que estdo associadas com o0 aumento da
metaciclogénese nos organismos resistentes (BERG et al., 2013).

A metabolébmica também tem sido empregada na identificacdo de assinaturas
moleculares de altera¢des que ocorrem durante o ciclo celular de Leishmania spp. A andlise
metabolémica de L. donovani nos estagios de promastigotas prociclicas em comparacao
com promastigotas metaciclicas identificou uma assinatura metabdlica de diferenciagdo com
0 aumento da expressdo de 35 metabdlitos e a diminuicdo de 48 metabdlitos durante este
processo (BERG et al.,, 2013). Estas moléculas estdo associadas a sintese de DNA,
metabolismo energético e metabolismo de fosfolipideos (BERG et al., 2013).

O uso da metaboldmica na identificagdo de diferencas metabdlicas intra- e
interespécies de Leishmania que estdo associadas aos diferentes tropismos e patologias
ainda é bastante limitado. A utilizacdo de uma abordagem metabolémica para auxiliar na
identificacdo de fatores envolvidos com a capacidade de disseminacao de isolados clinicos
de L. braziliensis de sitios cutdneos para as mucosas demonstrou maior expresséo de 14
metabdlitos nos isolados cutdneos e 31 nos isolados de mucosa. Os metabdlitos
identificados estdo envolvidos em diversos processos celulares, incluindo quimiotaxia e
inflamacédo (ALVES-FERREIRA et al., 2015).
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A comparacao do perfil metabdlico de L. donovani, L. major e L. mexicana por LC-
MS revelou diferencas significativas no metabolismo de aminoacidos, particularmente no
consumo de triptofano e arginina (WESTROP et al., 2015). Contudo, a inclusédo de espécies
causadoras de LMC e espécies ndo-patogénicas nas analises comparativas € uma lacuna
gque ainda necessita ser preenchida para permitir a caracterizacéo da diversidade molecular
de Leishmania spp.
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JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Leishmania tarentolae é uma espécie ndo-patogénica de Leishmania que tem sido
amplamente utilizada como organismo modelo para estudo da biologia de todo o género
Leishmania, tendo em vista que compartilha ancestral comum com as espécies patogénicas.
Além disso, estes parasitos apresentam importantes aplicacdes na biotecnologia, como
plataforma para producéo de proteinas recombinantes, em decorréncia de sua habilidade de
realizar modificacBes pds-traducionais semelhantes as produzidas por mamiferos, como
vetores de vacinas recombinantes contra as leishmanioses e na busca por novos farmacos
leishmanicidas. Apesar da sua importancia biotecnolégica e como organismo modelo,
muitos aspectos inerentes a prépria biologia de L. tarentolae sdo desconhecidos.

Para caracterizagdo de L. tarentolae, utilizamos métodos moleculares e bioquimicos
e andlise metabolébmica comparativa, uma técnica que abrange ambas as éareas de
conhecimento e os dados sdo processados por uma abordagem de bioinformatica. A
escolha da metodologia se baseou na necessidade de elucidacdo de diversas
caracteristicas desta espécie, incluindo a presenca de LPG, perfil proteolitico, sensibilidade
ao sistema complemento, formacdo de promastigotas metaciclicas e determinacdo da
composicao e variabilidade do seu metaboloma em relacdo ao das espécies patogénicas.

Ao elucidar aspectos da biologia de L. tarentolae este trabalho pode auxiliar a
melhorar a utilizacdo destes parasitos como organismo modelo e como ferramenta
biotecnoldgica. Adicionalmente, ao comparar esta espécie com as espécies causadoras de
diferentes patologias, os fatores associados a interagdo parasito-hospedeiro e a viruléncia

de Leishmania spp podem ser identificados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar aspectos inerentes a biologia de L. tarentolae por meio de metodologias

moleculares e bioguimicas.

2.2 Objetivos especificos

Avaliacdo da metaciclogénese in vitro de L. tarentolae por citometria de fluxo;
Avaliagéo de alteragbes em carboidratos de membrana durante o cultivo in vitro de
L. tarentolae por ensaio de aglutinagéo com lectinas;

Avaliacdo da presenca de LPG em L. tarentolae por western blotting;

Analise da susceptibilidade de L. tarentolae a lise pelo sistema de complemento;
Avaliagdo da atividade proteases intracelulares e secretadas por L. tarentolae por
zimografia;

Analisar a composi¢do e a variabilidade do metaboloma de promastigotas em fase
estacionaria de L. tarentolae em relacdo & L. amazonensis, L. braziliensis, L.
infantum e L. major por GC-MS, empregando ferramentas de bioinformatica e
estatistica para identificacdo das diferencas significativas no perfil metabdlico das
espécies utilizadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Cultivo de Leishmania

As espécies L. amazonensis PH8, L. braziliensis M2904, L. major Friedlin e L.
braziliensis H3227 utilizadas neste estudo foram gentilmente cedidas pela Dra. Angela K.
Cruz do departamento de Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes
Patogénicos da FMRP/USP, a Leishmania infantum PP75 foi gentiimente cedida pelo Dr.
Daniel Menezes Souza do Coltec/UFMG e L. tarentolae LV-414 pela Dra. Norma de Melo do
departamento de Parasitologia/ICB/UFMG. Os parasitos foram cultivados a 26°C em meio
M199, pH 7,4, suplementado com 10% (V/V) de soro fetal bovino inativado (SFB), 2% de
urina humana, 40 mM de hepes (pH 7,5), 0,1mM de Adenina, 5 mg/L de hemina, 1 mg/L de

biotina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.

3.2 Genotipagem de Leishmania spp por PCR-RFLP do gene HSP70

Previamente a utilizacdo destas cepas nos experimentos, 0s parasitos foram
cuidadosamente genotipados por meio de PCR-RFLP do gene HSP70 pela Dra. Célia
Gontijo utilizando protocolo otimizado em seu grupo de pesquisa, o0 Grupo de Estudo das
Leishmanioses do Centro de Pesquisas René Rachou (CPgRR). Brevemente, a PCR do
HSP70 foi feita utilizando os iniciadores HSP70 forward (5 GACGGTGCCTGCCTACTTCAA
3’) e reverse (5 CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’) para geragao de um fragmento de 1300
pb (GARCIA et al., 2004). A reacéo foi preparada para um volume final de 25 uL, contendo 5
ML do DNA de Leishmania, 0,75 uL de MgCl, a 50 mM, 0,5 pL de dNTP mix 10 mM, 1,5 uL
de DMSO 5,0%, 0,25 pyL da enzima Taq DNA polimerase platinum (5U/pl) e 1 uL de cada
iniciador a 10 pmol/ uL. As reacdes foram amplificadas em termociclador automatico de DNA
(Veriti — AppliedBiosystems), com desnaturacgéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida por 35
ciclos, cada um composto por uma etapa de desnaturacao a 94°C por 30 seg, anelamento a
61°C por 1 min e extensd@o a 72°C por 3 min e posteriormente, um passo final de extensédo a
72°C por 10 min. Previamente a digestdo, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% para confirmacdo da presenca do amplicon e de
auséncia de contaminacdo da reacdo. Em seguida, as amostras foram submetidas a
digestdo pela enzima Haelll para identificacdo de polimorfismos de tamanho de fragmentos
de restricdo. A reacdo de digestdo foi preparada para um volume final de 15uL, sendo
12,5 pL do produto de PCR, 1,5 uL de tampéo e 1 uL de Haelll (10 U/uL). As reacbes foram
incubadas por 2 horas a 37°C. Apés o término da incubacao, os produtos foram avaliados
por eletroforese em gel de agarose 4% em comparacdo com o perfil obtido pela PCR-RFLP

de cepas de referéncias mantidas neste laboratorio, L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L.
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braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), L. guyanensis
(MHOM/BR/75/M4147) e L. major (MHOM/SU/1973/5-ASKH).

3.3 Avaliacdo da metaciclogénese in vitro, composicdo da membrana celular e perfil

proteolitico de L. tarentolae

3.3.1 Citometria de Fluxo

Parasitos com 3, 5, 7 e 8 dias de cultivo foram centrifugados a 200xg, 4°C, 10
minutos para remoc&o das células mortas. Posteriormente, 10’ células foram coletadas por
centrifugacao (1540xg, 10 minutos, 4°C) e lavadas trés vezes com PBS 1x. Em seguida, os
parasitos foram fixados em 300uL de PBS 1X contendo 1% de formaldeido. As amostras
foram analisadas por citdmetro de fluxo BD LSRFortessa™, no qual dez mil eventos foram
adquiridos. Os parasitos foram avaliados com base no tamanho (FSC-A) e na granulosidade
(SSC) utilizando o software FlowJo, para identificacdo das alteracdes morfolégicas que

ocorrem durante o cultivo in vitro.

3.3.2 Lectinas

As lectinas de Canavalia ensiformis (ConA), que tem afinidade por residuos de D-
manose e D-glicose, e Triticum vulgaris (WGA), que indica a presenca de residuos de N-
acetil-D-glicosamina, foram utilizadas neste estudo. As lectinas foram diluidas em PBS 1x na
concentracdo de 1mg/mL, filtradas em membranas de 0,22uM e as aliquotas foram

armazenadas a -20°C até o momento do uso.

3.3.3 Ensaio de Aglutinacédo

Os testes de aglutinacdo foram realizados conforme adaptac&o do protocolo descrito
por Rodriguez-Gonzéalez e colaboradores (2006). Brevemente, 1-2x10° parasitos em fase
logaritmica ou estacionaria foram lavados trés vezes com PBS 1x, e foram coletados por
centrifugacdo (1540xg, 10 minutos, 4°C). As células foram ressuspensas em PBS 1x
contendo 1% de soro fetal bovino inativado. Os ensaios foram realizados placas de cultura
celular de 96 pocos, de modo que, 50ul da suspensdo de parasitos foram em incubados
com o mesmo volume de lectina (concentracdo final de 500 ug/mL). Apos 1 hora de
incubacdo a temperatura ambiente, o grau de aglutinacdo foi determinado
microscopicamente através de contagens em camara de Neubauer. As reacdes controle

foram realizadas na auséncia da lectina. O percentual de aglutinacao foi determinado pela
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formula: [1-(nGmero de promastigotas livres da amostra/ numero de promastigotas livres do
controle)]x100 (SACKS; HIENY; SHER, 1985).

3.34 Western blot de LPG

Para avaliar a presenca de LPG em L. tarentolae, os anticorpos CA7AE e WIC 79.3,
gentilmente cedido pelo Dr. Rodrigo Soares do laboratério de Parasitologia Celular e
Molecular do CPgRR/Fiocruz, foram empregados em western blot. Brevemente, 1x10’
parasitos em fase logaritmica de cultivo foram coletados por centrifugacdo (1540xg, 10
minutos, 4°C) e lavados trés vezes com PBS 1X. O sedimento foi ressuspenso em 150 mL
de tampé&o de lise/extracdo RIPA (150 mM NaCl, 1.0% IGEPAL® CA-630, 0.5% desoxicolato
de sodio, 0.1% SDS, 50 mM Tris, pH 8.0) contendo 1x de coquetel de inibidor de proteases
(Sigma), incubado por 30 minutos em gelo. ApOs este periodo, as amostras foram
centrifugadas por 10.000xg por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
guantificado pela metodologia de Bradford e avaliado por SDS-PAGE (gel de poliacrilamida
10%), e posteriormente transferido para membrana de PVDF. Apds a transferéncia, a
membrana foi incubada por 1h em tampéao de bloqueio (PBS 1X, 0.1% de Tweeny, € 5% de
leite em p6 desnatado) sob agitacdo, a temperatura ambiente. O tamp&o foi descartado e a
membrana lavada 3 vezes com tampéao de lavagem (0.1% de Tween,, em PBS 1X), sendo
cada lavagem de 5 minutos, sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado o anticorpo primario
CA7AE (1:1000) ou WIC 79.3 (1:1000) e a membrana foi incubada overnight a 4°C. Apos
este periodo, a membrana foi lavada trés vezes com tampéo de lavagem, sendo cada etapa
com duracdo de 5 minutos. Depois, a membrana foi incubada por 1 hora, a temperatura
ambiente, sob agitacdo, com anticorpo secundario (anti-lgG de camundongo) conjugado a
peroxidase. Os anticorpos secundarios nao-ligados foram removidos por trés lavagens de 5
minutos com tampé&o de lavagem e duas lavagens com PBS 1X. A revelagao foi realizada
com os substratos ECL PLUS Western Blotting Detection Reagent (GE Healthcare Life

Sciences) pelo método de quimiluminescéncia em filme radiografico (KODAK).

3.3.5 Extracgao e Purificagcdo de LPGs

A extracdo de LPG de L. tarentolae foi feita a partir de aproximadamente 10
parasitos em fase logaritmica tardia. Os procedimentos de extracdo de LPG foram
realizados conforme o protocolo descrito por Orlandi e Turco, 1987. Os parasitos foram
lavados duas vezes com PBS 1X (4°C, 1540xg, 10 min). Em seguida, os parasitos foram
submetidos a delipidacdo. Para isso, uma solugéo de 2,5 mL de CHCI3;/MeOH (3:2) e 0,5 mL

de 4 mM de MgCl, foi adicionada ao pellet. O material foi sonicado e centrifugado a 3.000
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rpm por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e o procedimento foi repetido por mais
uma vezes. Para remocdo das proteinas, 2,5 mL de uma solugdo de 4mM de MgCl, foi
adicionada a fase solida da etapa anterior. O material foi sonicado e centrifugado a 3.000
rpm por 7 minutos e apos o descarte do sobrenadante, o processo foi repetido novamente.
Os GIPLs foram removidos por meio de adicdo de uma solucdo de 3 mL de
CHCI3/MeOH/H,0 (10:10:3) e 0,5 de CHCI3/MeOH (1:1) ao material obtido na etapa anterior,
seguido por sonicacdo e centrifugacdo por 3.000 por 7 minutos, o sobrenadante foi
reservado. Este procedimento foi repetido por mais duas vezes utilizando apenas
CHCIs/MeOH/H,0 (10:10:3). O LPG foi extraido pela adicdo de solvente E (agua/etanol/etil-
éter/piridina/NH,OH/ 15:15:5:1:0,017) ao material solido da etapa anterior, seguido por
sonicacdo e 7 minutos de centrifugacdo a 3.000 rpm. O sobrenadante foi coletado e este
procedimento foi repetido por mais trés vezes. O extrato foi seco por evaporagcdo com No.

Durante a purificagdo as amostras de LPG foram ressupendidas em 1 mL de solug&o
de &cido acético (0,1N)/ NaCl (0,1M) e aplicadas em colunas de fenil-sefarose equilibradas
na mesma solucdo. Foram adicionados sequencialmente 1 mL das solugbes de acido
acético (0,1N)/NacCl (0,1M), 1mL de &cido acético (0,1N) e 1 mL de &gua destilada. Os tubos
foram substituidos e 4 mL de solvente E foram adicionados. As amostras foram secas em
N, ressuspendidas em solvente E e quantificadas pelo método do fenol-acido sulfurico.

3.3.6 Ensaio de zimografia

A avaliacdo da atividade de proteases intracelulares e extracelulares foi realizada
conforme adaptacdo do protocolo descrito por Cuervo e colaboradores (2005). 1x10°
promastigotas em fase estacionaria foram utilizadas para realizacdo dos experimentos. Para
andlise de proteases intracelulares, os parasitos foram lisados em solucéo de 1% de Triton
X-100 contendo 10 mM de Tris-HCI em pH 6.8, seguido por centrifugacdo a 10.000xg por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e quantificado pelo método de Bradford. Para
obtenc&o das proteases secretadas, as promastigotas foram lavadas trés vezes em PBS 1X
(1540xg, 4°C, 10 min), ressupensas em 1 mL de meio RPMI 1640 contendo 25mM de
HEPES e incubadas por 3 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1540xg por
10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi coletado e filtrado em membranas de 0,22uM. O
sobrenadante e o extrato protéico foram avaliados por SDS-PAGE 10% copolimerizado com
0,1% de gelatina. Apoés a eletroforese, os géis foram lavados duas vezes por 30 minutos em
solugdo de renaturacdo contendo 2% de Triton X-100. A atividade das proteases foi
detectada incubando os géis por 48 horas a 37°C em tampao de reacdo (50 mM de Tris-HClI,
pH 5.5, contendo 10 mM de CaCl,). ApOs esse periodo, os géis foram corados em

Coomassie Blue (30% de metanol, 10% de acido acético e 0,05% Coomassie Blue G-250).
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Os géis foram descorados em solugdo composta por 30% de metanol e 10% &cido acético e
digitalizados pelo Scanner ImageScanner Il (GE HealthCare). A identificacdo da classe das
proteases foi feita por meio da incubacdo de uma aliquota da amostra de sobrenadante ou
extrato protéico com 50 mM de EDTA ou 500 ug de PMSF por 30 minutos a temperatura

ambiente previamente ao ensaio de zimografia

3.3.7 Avaliacao da lise pelo sistema complemento

Os experimentos de lise pelo complemento foram realizados conforme adaptagéo do
protocolo descrito por Spath e colaboradores (2003). O pool de soro humano foi obtido a
partir de voluntarios saudaveis. Para isso, as amostras de sangue foram coletadas em tubos
com ativador de coagulagdo, homogeneizadas e, em seguida centrifugadas a 1500 rpm a
temperatura ambiente. Os soros foram coletados, misturados e armazenados a 4°C até o
momento do uso. 1x10’" promastigotas em fase logaritmica ou estacionaria foram
centrifugadas a 200xg por 10 minutos, para remocgdo de células mortas, previamente a
realizacdo dos experimentos. Posteriormente, os parasitos foram lavados trés vezes em
PBS 1X (1540xg, 4°C, 10 min), ressuspensos em 500 uL de DMEM sem SFB, contendo 40
ug de iodeto de propideo (PIl), com ou sem 1%, 2% ou 4% de pool de soro humano. A
reacdo foi incubada a 26°C por 30 minutos protegida da luz. Em seguida, os parasitos foram
lavados uma vez em PBS 1X (1540xg, 4°C, 10 min) e ressuspensos em 300 uL de PBS 1X
contendo 1% de formaldeido, e a fluorescéncia foi lida por citbmetro de fluxo BD
LSRFortessa™. Os experimentos foram realizados na presenca de controles ndo-marcados
(auséncia de PI), controle negativo (auséncia de soro humano) e controle positivo (células

aquecidas a 100°C por 30 min na presenca de PI).

3.4 Andlise metabolémica comparativa de Leishmania spp

As diferentes espécies de Leishmania foram cultivadas de forma sincrénica e
monitoradas diariamente através de observacdo microscopica e contagem em camaras de
Neubauer. Os parasitos foram coletados no segundo dia da fase estacionéria para extracdo

dos metabdlitos.

3.4.1 Extracdo e derivatizagdo dos metabolitos

Para a extracdo dos metabdlitos, os parasitos foram submetidos ao quenching
metabdlico através da imersdo das garrafas de cultivo em banho de etanol/gelo seco por
aproximadamente 10 segundos. O metabolismo deve ser rapidamente paralisado para evitar

gue as alteragbes encontradas estejam associadas com o manuseio das amostras e/ou ao
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método de extracdo (VINCENT; BARRETT, 2015). As garrafas foram aliquotadas em
aproximadamente 10 tubos contendo 4x10’ parasitos/cada. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS 1X gelado (0-4°C) 3 vezes por centrifugacdo a 4°C, 1540xg por 10
minutos e os pellets foram armazenados a -80°C até o momento do uso. 300uL de uma
solucdo de cloroférmio/metanol/dgua (1:3:1) gelada foi adicionado ao pellet e as células
foram submetidas a quatro ciclos repetidos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento em &agua a 37°C (freeze and thaw). O lisado foi centrifugado por 10
minutos, 16.000xg a 4°C e 200uL do sobrenadante foram transferidos para um vial de vidro
contendo um inserto. Os tubos de vidro foram secos completamente em SpeedVac a 35°C
por cerca de duas horas.

A reacdo de metoximacao foi realizada através da adicdo de 10uL de metoxiamina
(15ppm,15mg/mL) em piridina. Os tubos foram hermeticamente encapsulados e submetidos
a trés ciclos de vortexagdo por cinco minutos. Em seguida, os vials foram incubados
overnight a temperatura ambiente em local protegido da luz. Para sililagdo, 10uL de
BSFTA+TMS (99:1) foram adicionados aos vials descapsulados. Em sequéncia, tubos foram
recapsulados, vortexados por 5 minutos e incubados por 1 hora a 70°C. As amostras foram
descapsuladas e 100uL de heptano contendo 10 ppm de padréo C18 foram adicionados.
20uL de cada amostra foram coletados e homogeneizados para preparar os controles de
qualidade ou quality control (QC), de modo que foram produzidos 1 QC para cada 5
amostras. Adicionalmente, foram produzidas duas amostras de branco. Em seguida, as

amostras foram armazenadas a -80°C até a sua injecdo no GC-MS.

3.4.2 Parametros da inje¢cdo no GC-MS

As condigbes de injecdo no GC-MS para metabolémica foram otimizadas em
publicagédo prévia de Garcia e Barbas (2011). 2 yL da amostra derivatizada foram injetados
por um auto-amostrador Agilent 7693 em modo Split no cromatégrafo gasoso (Agilent
7890A) acoplado a espectrdmetro de massas com detector de eixo triplo (Agilent 5975C). A
separacdo foi realizada utilizando uma pré-coluna J&W de 10m (Agilent Technologies®)
integrada a uma coluna ultrainerte DB-5MS, com 30m de comprimento, 0.25mm de diametro
interno e um filme de 25um composto por 95% de dimetilpolisiloxano e 5% de difenil (Agilent
Technologies®). A entrada do injetor foi mantida a 250°C, e o hélio foi utilizado como fase
mével a um fluxo de 1.0 mL/minuto. A taxa de Split utilizada foi de 1:10. A temperatura inicial
da coluna foi mantida a 60°C durante um minuto apés a injecdo, em seguida a temperatura
foi aumentada gradativamente a uma taxa de 10°C/min até atingir a temperatura final de
325°C, e resfriada por 10 min apés a analise. As temperaturas do injetor, linha de

transferéncia, fonte do filamento e quadropélo foram mantidas a 250°C, 280°C, 230°C e
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150°C, respectivamente. O quadrupolo (5975 inert MSD, Agilent) foi controlado pelo
software Chemstation. A fonte de ionizacao de elétrons foi operada a -70 eV. A deteccgéo
pelo espectrometro foi executada no modo de varredura no intervalo de 50-600 m/z a uma
taxa de 2.7 varreduras/segundo.

3.4.3 Processamento dos dados

Os dados produzidos no GC-MS foram convertidos para *.CDF no programa
Chemstation previamente ao seu processamento. O tratamento dos dados envolveu a
correcdo de baseline, remocdo de ruidos, deteccdo de picos, alinhamento, normalizacéo e
deteccao de metabdlitos.

O processamento dos dados foi feito software XCMS (versao 1.24.1) executado no
programa R (versao 3.2.3). A extracao de dados foi feita pelo método de “matched filter”. Os
seguintes parametros foram utilizados para deteccao dos picos: largura de pico (fwhm) = 4,
relagdo sinal/ruido (snthresh) = 1.5, nUmero maximo de picos por cromatograma de ion
extraido (max) = 30. Os picos foram agrupados por meio da corre¢do da largura de banda
(bw) = 2 e largura das faixas sobrepostas de m/z's (mzwid) = 0.25. Para identificacdo de
compostos co-eluidos com base no indice de retengéo, o software AMDIS (versdo 2.71) foi
empregado. A ferramenta fillPeaks’ foi utilizada para remocédo de missing values. A
correcdo dos tempos de retencéo foi feita no XCMS, para isso o método default de "retcor"
foi aplicado, com alinhamento néo linear e grau de suavizacdo de ajuste da regresséo

polinomial (span) = 0.5.

3.4.4 Andlises estatisticas

Os dados foram escanolados pelo método de UV previamente as analises
multivariadas. Esta metodologia apresenta a vantagem de dar a mesma importancia para
todos os metabolitos, apesar de amplificar os erros de medicdo (WORLEY; POWERS,
2013). O PCA e o PLS-DA foram construidos no SIMCA 14.1. O heatmap foi construido no
software R versao 3.4.1 utilizando o pacote gplots. Para identificacdo de diferencas entre as
espécies, analises univariadas foram conduzidas no Matlab, utlizando um script
desenvolvido no Centro de Andlises Metaboldmicas e Bioanalises (CEMBIO), de modo que
os dados sdo avaliados quanto a sua normalidade e as variaveis que apresentaram
distribuicdo normal foram submetidas a testes paramétricos e ao teste T de Student
utilizando um valor p<0,05. Os dados também foram avaliados por estatistica multivariada
usando Andlise Discriminante de Projecdo Ortogonal de Estrutura Latente (OPLS-DA)

aplicando Jack knife.
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4 RESULTADOS
4.1 Genotipagem de Leishmania spp. por meio de PCR-RFLP do gene HSP70

As espécies de Leishmania utilizadas neste estudo foram genotipadas por PCR-
RFLP, no Grupo de Estudo das Leishmanioses do Centro de pesquisa René Rachou pela
Dra. Célia Gontijo. Os produtos da reagcdo foram analisados em gel de agarose 4% em
comparacdo com cepas-controle disponiveis no estoque do laboratério. Os resultados
indicam auséncia de contaminacdo das espécies utilizadas (figura 3) e confirmam que os
genotipos estao corretos.

Figura 3. Eletroforese dos produtos PCR-RFLP do gene HSP70 apés eletroforese em gel de agarose 4%.
O perfil de restricdo com Haelll das diferentes cepas analisadas foi comparado aos seguintes controles: L.
amazonensis (IFLA/BR/67/PH8), L. braziliensis (MHOM/BR/75/M2903), L. infantum (MHOM/BR/74/PP75), L.
guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e L. major (MHOM/SU/1973/5-ASKH). PM: padrdo de peso molecular; pb:
pares de base

Diante da auséncia de cepa de referéncia de L. tarentolae no laboratério, o resultado
do experimento foi comparado com uma digestdo in silico de uma sequéncia de HSP70
desta espécie depositada no Genbank. O resultado confirma que a espécie utilizada no
trabalho, de fato, corresponde a L. tarentolae (figura 4).
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# Ends Coordinates | Length (bp)

1 Haelll-Haelll 1226-1532 307

2| Haelll-Haelll 893-1138 246

3| Haelll-Haelll 668-892 225

4 | (LeftEnd)-Haelll 1-224 224

5| Haelll-Haelll 1712-1924 213

6| Haelll-Haelll 1533-1711 179

7| Haelll-Haelll 271-427 157

— 8| Haelll-Haelll 542-667 126

— 9| Haelll-Haelll 428-541 114

§_oN 10| Haelll-Haelll 1139-1225 87

g 11 | Haelll-(RightEnd) | 1931-1974 44

E 12| Haelll-Haelll 225-253 29

— 13| Haelll-Haelll 254-270 17

—— 14 Haelll-Haelll 1925-1930 6

657 aa e

$Flaiialetmlaialisimlmisdsiietmleilslilsinetsdialmailimliinidiole arbowati bt 1974

- @R ® 1 & O ® (& = |
Haelll ~Haelll Haelll Haelll Haelll *Haelll Haelll Haelll *Haelll
Haelll Haelll Haelll

Haelll

Figura 4. Resultado da analise comparativa in silico da PCR-RFLP de L. tarentolae

4.2 Avaliagcdo do perfil de crescimento in vitro das cepas de Leishmania spp.

empregadas neste estudo

Como pode ser observado na figura 5, as espécies patogénicas de Leishmania
utilizadas neste estudo (L. braziliensis M2904, L. infantum PP75, L. major Friedlin e L.
amazonensis PH8) apresentaram fases logaritmicas e estacionarias de crescimento bem
definidas. Uma diferenca marcante no perfil de crescimento inclui o fato de que L.
amazonensis é a primeira espécie a entrar em fase estacionaria e atinge densidades de
aproximadamente 5x10’parasitos/mL, enquanto que L. infantum apresenta uma densidade
de cerca de 1x10’parasitos/mL.

A determinacéo do perfil de crescimento para cada linhagem possibilitou determinar
0 tempo de cultivo necessario para a coleta de formas promastigotas para as analises
subsequentes, e em especial para que cada espécie atingisse o segundo dia da fase
estaciondria, quando os parasitos foram coletados para a extragcdo dos metabdlitos para os

experimentos de metabolémica.
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Figura 5. Perfil de crescimento in vitro das cepas de Leishmania spp. empregadas neste estudo. Os
parasitos foram cultivados em meio M199 suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2% de urina. O

crescimento foi monitorado através de contagens diarias em camaras de Neubauer.

4.3 Analise das alterag6es morfolégicas no cultivo in vitro de L. tarentolae por

citometria de fluxo

Diversos estudos demonstraram que quando promastigotas de espécies de
Leishmania que infectam mamiferos atingem a fase estacionaria no cultivo in vitro, uma
propor¢do variavel das células se diferencia em promastigotas metaciclicas (SACKS;
PERKINS, 1984; MALLINSON; COOMBS, 1989; SACKS, 1989; DA SILVA, et al., 2015). A
presenca de diferengas morfologicas entre promastigotas prociclicas e metaciclicas pode
ser avaliada pela aplicacdo da citometria de fluxo com parédmetros nao-fluorimétricos,
baseada em tamanho celular (FSC-A) e granulosidade, para identificacdo e
acompanhamento da metaciclogénese in vitro de Leishmania (SARAIVA et al., 2005). Diante
disso, culturas de L. tarentolae com 3, 5, 7 e 8 dias foram analisadas por citometria de fluxo,
como representado na figura 6. Nossos resultados sugerem que o perfil da cultura se
mantém uniforme ao longo do tempo de cultivo. Apenas uma quantidade irrisoria de células
pequenas pdde ser identificada e se manteve constante nos diferentes dias analisados. Em
contraste, a proporcdo de células pequenas na cultura de L. amazonensis variou de
aproximadamente 0,83% para 1,66%, aos 3 e 7 dias de cultivo, respectivamente, sugerindo
gue para essa espécie, nas condicbes empregadas, ocorre em pequena fracdo a

diferenciacdo em promastigotas metaciclicas.
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Figura 6. Avaliacao das alterac6es morfolégicas durante cultivo in vitro de L. tarentolae e L. infantum por

citometria de fluxo. Os parasitos foram crescidos em garrafas de cultivo em meio M199 a 26°C, e foram

coletados apds 3, 5, 7 e 8 dias de cultivo e analisados por citometria de fluxo. O painel de cima representa o

perfil de crescimento de L. tarentolae com 3 (a), 5 (b), 7 (c) e 8 (d) de cultivo. O quadro debaixo mostra a

guantidade de células pequenas de L. amazonensis com 3 (e) e 7 dias (f). Os dot-plots sédo representativos de

dois experimentos diferentes realizados em triplicata.
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4.4 Aglutinacdo com lectinas como ferramenta para identificacdo de modificacdes na

composicao dos carboidratos de membrana

Com o intuito de avaliar outros aspectos associados a metaciclogénese, o ensaio de
aglutinacdo com lectinas foi realizado para analisar as alteracbes na composicdo dos
carboidratos de membrana, que frequentemente ocorrem durante este processo de
diferenciacdo. Com essa finalidade, WGA e ConA foram utilizadas para andlise da
aglutinacdo de promastigotas de L. tarentolae em fase logaritmica e estacionaria de cultivo.
O grau de aglutinacao foi avaliado ap6s 1 hora de incubagéo a temperatura ambiente e a
porcentagem foi determinada através de contagens em camara de Neubauer.

Tabela 4 - Porcentagem de aglutinagdo de promastigotas de L. tarentolae em fase logaritmica e

estacionéria induzida pelas lectinas de Triticum vulgaris e Canavalia ensiformis

Lectina Fase logaritmica Fase estacionéria
Triticum vulgaris 36,24+11,14% 27,52+14,74%
Canavalia ensiformis 82,4+0,21% 80,80+2,55%

Os resultados séo representativos da média e o desvio-padrdo de experimentos realizados em triplicata e
repetidos pelo menos duas vezes e, os dados foram analisados por One-way Anova. Valor de p>0.05

Os resultados da tabela 3 mostram que ndo houve diferenga significativa (p>0.05) na
intensidade de aglutinagdo, pelas lectinas utilizadas neste estudo, & promastigotas em fase
logaritmica ou em fase estacionaria. Em contraste a estudos prévios, nos quais espécies
patogénicas como L. braziliensis demonstraram diferencas significativas no perfil de
aglutinagdo de promastigotas logaritmicas e estacionéarias, sendo que neste Ultimo estagio
0s parasitos aglutinam menos e maiores quantidades de lectina sdo necessarias para que
niveis equiparaveis de aglutinacdo ao de promastigotas logaritmicas possam ser detectados
(MUSKUS et al., 1997).

4.5 Avaliacdo da presenca de LPG em L. tarentolae

A presenca de LPG em L. tarentolae foi avaliada por western blotting por meio da
utiizacdo do anticorpo monoclonal CA7AE, que reconhece as unidades repetitivas
Gal(B1,4)Man(a1)-PO, presentes neste glicoconjugado (VOLF et al., 2014). Inicialmente, a
avaliacdo do LPG foi realizada a partir do extrato protéico total obtido com tampao de
lise/lextracdo RIPA, uma vez que outros fosfoglicanos como proteofosfoglicanos podem estar
presentes e serem reconhecidos por esse anticorpo. O resultado do western blotting é
apresentado na figura 7a. Observa-se a reatividade do anticorpo CA7AE com componentes

presentes nos extratos de promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. tarentolae e
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em baixa intensidade no de L. major, de modo que foi visualizada uma banda entre 110 e
130 kDa.

Como a metodologia utilizada ndo era especifica para obtencado de LPG (figura 7a) e
o resultado obtido ndo se mostrou compativel com o perfil normalmente encontrado em
immunobloting deste glicoconjugado, nos quais ndo se observam bandas definidas, mas sim
uma arraste (ILG, THOMAS et al., 1991), foi avaliado se a reatividade encontrada poderia
corresponder a algum proteofosfoglicano (PPG) ou proteina fosfoglicosilada. Para tal as
amostras extraidas foram submetidas a digestdo com proteinase K. O desaparecimento das
bandas, apds o tratamento com esta serino-protease, confirma a interacdo de proteinas

glicosiladas com o anticorpo CA7AE, como pode ser visto ha figura 7b.
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Figura 7. Western blot de LPG purificado e de extrato protéico. (a) Western blot de LPG de extrato protéico
total (70ug por pocgo) obtidos através da extracdo com o tampao de lise/extracdo RIPA de promastigotas em fase
logaritmica de L. braziliensis H3227, L. amazonensis PH8, L. tarentolae e L. major Friedlin FV1 utilizando
anticorpo CA7AE (1:1000). (b) Extrato protéico total digerido com proteinase K (concentracéo final de 20ug/ul, 15
min, 56°C). (C) Analise por western blot de LPG purificado de I. L. major em fase logaritmica tardia e II. L.
tarentolae em fase estacionaria utilizando anticorpo WIC 79.3 (1:1000) e (d) Analise por western blot de LPG
purificado de I. L. major em fase logaritmica tardia e Il. L. tarentolae em fase estacionaria utilizando o anticorpo
CATAE (1:1000)

Com o intuito de confirmar a presenca de LPG em L. tarentolae, realizamos a

purificacdo deste glicoconjugado. O LPG foi extraido de aproximadamente 10
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promastigotas em fase estacionaria, foi em seguida avaliado por western blot, utilizando os
anticorpos CA7AE e WIC 79.3, sendo este ultimo especifico para as unidades Gal($1,3)
encontradas em cadeias laterais do LPG de L. major e L. turanica (VOLF et al., 2014). Como
indicado nas figuras 7C e D, apenas o LPG purificado de L. major foi reconhecido
adequadamente por este anticorpo, confirmando a auséncia de reatividade com estruturas

caracteristicas de LPG em L. tarentolae.

4.6 Avaliacao do perfil de proteases de L. tarentolae

Leishmania tarentolae possui GP63, porém a alta variabilidade presente na
sequéncia codificadora sugere a auséncia da atividade proteolitica desta proteina
(CAMPBELL; KURATH; FLEISCHMANN, 1992; RAYMOND et al., 2012). Diante disso, foi
avaliada a producdo de outras proteases ativas em L. tarentolae, incluindo proteases
intracelulares e secretadas pelo ensaio de zimografia.

A atividade proteolitica foi avaliada no extrato protéico de promastigotas estacionaria
e no sobrenadante do cultivo, utilizando SDS-PAGE copolimerizado com gelatina. Na
analise do sobrenadante, nenhuma protease capaz de degradar a gelatina foi detectada nas
amostras de L. tarentolae. Auséncia de proteases foi observada também no extrato protéico
de promastigotas de L. tarentolae, como pode ser visto na figura 8a. Este achado indica,
nas condicdes experimentais empregadas, a auséncia de atividade proteolitica nessa
espécie, incluindo aquela correspondente a GP63, corroborando os achados de estudos
anteriores, nos quais a atividade desta metaloprotease néo foi detectada (RAYMOND et al.,
2012). Em contraposi¢ao, o controle L. amazonensis PH8 apresentou proteases na faixa de
100-250 kDa, no sobrenadante (Figura 8b), assim como proteases entre 50-150 kDa no
extrato de promastigotas.

Com o objetivo de caracterizar as classes de proteases produzidas pela cepa L.
amazonensis PHS8, dois inibidores de protease foram utilizados, PMSF que inibe serino-
proteases e algumas cisteino-proteases e EDTA, que inibe metalo-proteases. Apesar do
baixo nivel de atividade detectado, em comparacdo a intensa atividade proteolitica da
Acanthamoeba, usada como controle positivo, o perfil apresentado em PH8 é condizente
com a presenca de uma provavel serino-protease secretada e uma intracelular, além de
outras proteases que ndo puderam ser identificadas apenas pelo emprego destes dois

inibidores.
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Figura 8. Avaliacdo do perfil e da atividade de proteases secretadas e intracelulares de L. tarentolae e L.
amazonensis. As atividades das proteases secretadas intracelulares de (a) L. tarentolae e (b) L. amazonensis
foram avaliadas ap6s 48 horas de incubagéo dos géis em tampé&o de reacdo a 37°C, na presenca ou auséncia de
50 mM de EDTA ou 500 ng de PMSF. Os resultados sdo representativos de trés experimentos independentes.
Como controle positivo foi utilizado extrato de Acanthamoeba castelanni do genétipo T4. Agua deionizada foi

utilizada como controle negativo.
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4.7 Avaliacdo da susceptibilidade L. tarentolae ao sistema complemento

Os resultados anteriores apontam que L. tarentolae ndo produz o lipofosfoglicano e
que ndo apresenta atividade proteolitica nas condicBes testadas, o que pode resultar em
parasitos mais susceptiveis a lise pelo complemento. Com o intuito de verificar esta
hipétese, promastigotas logaritmicas e estacionarias de L. tarentolae foram comparadas
guanto a resisténcia a lise pelo complemento. A porcentagem de parasitos sensiveis foi
determinada utilizando iodeto de propideo, um agente intercalante de DNA fluorescente,
incapaz de penetrar membranas de células viaveis.

Como pode ser observado na figura 9, as promastigotas de L. tarentolae s&o
significativamente mais susceptiveis a lise pelo complemento, tanto na fase estacionaria,
guanto na logaritmica, em comparagédo a L. infantum. A partir de 4% de soro humano, a
populacdo de promastigotas da espécie que L. tarentolae encontra-se quase toda inviavel,
enquanto apenas 40-70% de parasitos de L. infantum s&o mortos pela mesma concentragéo

de soro.
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Figura 9. Avaliagcdo da susceptibilidade de L. tarentolae e L. infantum ao sistema complemento. Os
gréficos foram construidos a partir da porcentagem de células mortas marcadas com Pl e comparam a
susceptibilidade de L. tarentolae e L. infantum ao sistema complemento na fase logaritmica (a), estacionaria (b).
Os dados representam a média e o desvio-padrdo de pelo menos dois experimentos diferentes realizados em

triplicata. Os dados foram analisados por Two-way Anova com post-test Bonferroni. ****: Valor-p < 0.01.

4.8 Comparacdo do metaboloma de L. braziliensis, L. major, L. amazonensis, L.

infantum e L. tarentolae por GC-MS

Tendo em vista a marcada diferenca de L. tarentolae em relacdo aos processos
biol6gicos comuns e muito importantes para outras espécies de Leishmania patogénicas, e

0s escassos dados da literatura sobre comparacdo do metabolismo de L. tarentolae com
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outras espécies do género, aplicamos uma andlise global para identificacao diferencial de
metabdlitos em cinco espécies de Leishmania, incluindo L. tarentolae, empregando GC-MS.
Essas espécies foram selecionadas com base nas diferencas de tropismos e patologias
causadas por cada um delas, sendo L. braziliensis frequentemente associada a
leishmaniose mucosa e cutanea, L. amazonensis e L. major responsaveis por infec¢des
cutaneas, L. infantum a forma visceral da leishmaniose e finalmente, L. tarentolae que é
incapaz de causar patologias, mesmo em individuos severamente imunocomprometidos.

A qualidade dos procedimentos analiticos foi avaliada pela utilizacdo de PCA, um
método nado-supervisionado de estatistica multivariada, amplamente utilizado em
quimiometria, que reduz a dimensionalidade dos dados (ARJMAND et al.,, 2016). O
agrupamento de amostras ocorre apenas quando a diferenca entre 0os grupos é maior que a
variagdo dentro de cada grupo (WORLEY; POWERS, 2013). Na andlise do grafico
apresentado na figura 10, nota-se o0 agrupamento dos controles de qualidade (QCs) em uma
determinada area do grafico, demonstrando a estabilidade e reprodutibilidade da técnica

empregada para as andlises metabolémicas.

A @ L. braziliensis
] M L major
1 OO* A L amazonensis
1 2 L. infantum
Qc
501 '
1 A L. tarentolae
_ . 4 “‘#
o 0;77 & A ﬁ,,‘i -
-50; ‘e ¢
-1007
150 e
-200 -150 -100 -50 O 50 100 150
t[1]

Figura 10. Analise de componentes principais construido com os features obtidos pelo GC-MS na
presenca dos QCs. Nove replicatas de cada espécie foram analisadas, com excec¢do de L. braziliensis M2904
que apresentou duas amostras que se apresentaram como outliers e foram excluidas das andlises estatisticas
posteriores. R*: 0,73 e Q%0,613.

Ap6s a verificacdo da reprodutibilidade do método analitico, prosseguimos com a
andlise discriminante pelo método de minimos quadrados parciais (PLS-DA). A natureza
supervisionada deste método permite plotar com maior definicdo as separacbes entre 0s
grupos, como pode ser visualizado na figura 11. As amostras de L. tarentolae se distinguem

claramente das amostras das demais espécies patogénicas. Os parametros de qualidade da
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andlise, R? e QZ, cujos valores foram superiores a 0,9, demonstraram a alta reprodutibilidade

e capacidade predicao estatistica do modelo, respectivamente.

B L. braziliensis

B L major

B L amazonensis
L. infantum

B L tarentolae

Figura 11. Andlise discriminante com método de minimos quadrados parciais classificando as replicatas
em espécies. Este gréfico foi construido com base nos metabdlitos identificados pelo GC-MS. R’=0,918 e

Q°=0,945.

A metodologia empregada permitiu a identificacdo de 48 metabdlitos, entre todas as
espécies analisadas. A tabela 4, lista os compostos identificados e suas respectivas
caracteristicas, como categoria bioquimica, férmula molecular e massa isotopica. A
categoria classificada como aminoacidos, peptideos ou conjugados representou 27,08% do
total dos metabdlitos (figura 12). A segunda categoria bioquimica mais comum foi a dos
carboidratos, seguida por lipidios e esteréis, acidos organicos e derivados, purinas,
pirimidinas e conjugados, compostos nitrogenados e poliaminas, éster fosfato, fosfatos de

acucar, glicerofosfatos, compostos aromaticos heterociclicos e lactona.
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27.08% Aminoacidos, peptideos e conjugados
18.75% Carboidratos

16.67% Lipidios e esterdis

12.50% Acidos organicos e derivados
10.42% Purinas, pirimidinas e conjugados
4.17% Compostos nitrogenados e poliaminas
2.08% Compostos aromaticos heterociclicos
2.08% Lactonas

2.08% Gilicerofosfatos

2.08% Ester fosfato

2.08% Fosfatos de agucar

Figura 12. Classificacdo bioquimica dos compostos identificados por GC-MS. As categorias bioquimicas
foram definidas com base em informagdes disponiveis sobre cada metabdlito no KEGG, HMDB, Pubchem,
YMDB e ChEBI.

Um heatmap foi construido para identificar diferencas na abundéancia dos compostos
no perfil metabolico dos parasitos (Figura 13). A analise de agrupamentos hierarquicos
(HCA) revelou niveis distintos de expresséo de diversos metabdlitos intracelulares entre os
organismos das diferentes espécies. A andlise de agrupamentos hierarquicos (HCA) com
base na intensidade dos metabdlitos (dendograma vertical) revelou alguns grupos de
metabdlitos que diferem na abundéncia entre as espécies. A &rvore demonstrada
horizontalmente indica que o perfil metabdlico de L. tarentolae difere claramente do perfil
das espécies patogénicas, sendo observada uma menor abundancia de diversos
metabdlitos, em comparacdo as demais espécies. Estes achados corroboram com os
resultados do PLS-DA. Na analise hierarquica representada no heatmap observa-se ainda
que os perfis de abundéncia dos metabdlitos de L. major e L. infantum sdo mais proximos,
enquanto que o perfil de L. braziliensis e L. amazonensis sdo menos similares ao perfil das
primeiras, assim como entre si. Desta forma, padr6es bem distintos foram detectados pela
analise metaboldomica por GC-MS entre as espécies estudadas.

Com o intuito de identificar as vias metabdlicas significativamente alteradas entre as
espécies, andlises estatisticas multivariadas foram conduzidas comparando as espécies em
pares, tendo como referéncia L. tarentolae. Modelos de OPLS-DA, uma extensao do método
de PLS que emprega um filtro de correcdo de sinal ortogonal (SUGIMOTO et al., 2012),
foram gerados e avaliados por Jack Knife. Em seguida, os metabdlitos significativos por
analise multivariada e univariada, foram utilizados para a identificagdo das vias metabdlicas
enriquecidas no MBRole 2.0. Como pode ser observado na tabela 5, as vias dos
transportadores ABC, biossintese de valina, leucina e isoleucina e de biossintese de
aminoacil-t-RNA diferem entre L. tarentolae e as espécies patogénicas. Por outro lado, a via
de biossintese dos esterdis de L. tarentolae apresentou diferengas com L. major, L.

amazonensis e L. braziliensis. J& os metabolismos de purina, glioxilato e dicarboxilato foram
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divergentes entre L. major e L. tarentolae. Além disso, outros contrastes foram observados
no metabolismo desta Ultima espécie no que diz respeito as vias catabdlicas da arginina e
prolina com relacdo a de L. infantum, assim como, com as vias de biossintese de acidos
graxos insaturados de L. infantum e L. major e com o catabolismo de glicina, serina e
treonina de L. major e L. amazonensis.

Para identificacdo de diferengcas marcantes no perfil metabdlico das espécies de
Leishmania, um ponto de corte arbitrario de 50% de variacdo nos valores de fold change foi
determinado, de forma que 0s compostos que apresentaram valores acima de 1,5 foram
considerados como altamente abundantes em determinada espécie, a0 mesmo tempo em
que os metabdlitos que apresentaram valores abaixo de 0,5 foram tidos como menos
abundantes e em baixos niveis. O fold change variou de 0,083 a 9,128, sendo que maioria
dos metabdlitos apresentou niveis similares de expresséo entre as espécies (anexo |).
Apenas 14 compostos se enquadraram nos critérios estabelecidos (Tabela 6). Quando
comparada as espécies patogénicas, baixos niveis de 6-fosfogliconato e ribose-5-fosfato,
dois metabdlitos destacam-se em L. tarentolae, 0s quais pertencem a via das pentoses-
fosfato. O perfil oposto foi observado nos outros parasitos, em especial em L. major e L.
infantum, que apresentaram consideravel abundancia de ambos os metabdlitos.

Diferengas substanciais foram também observadas na abundancia de metabolitos
que compdem as vias das purinas e pirimidinas entre a espécie que infecta répteis e as
demais espécies. Em L. tarentolae, hipoxantina se mostrou ausente durante a fase
metabdlica analisada, enquanto que baixos niveis de adenosina-5-monofosfato e de uridina-
5-monofosfato foram detectados. Por outro lado, L. major apresentou a maior abundancia
destes compostos. Outra diferenca nitida de L. tarentolae na fase estacionaria é a auséncia
de lisina, um aminoacido que participa de diversos processos, como as vias como de
biossintese de aminoacil-tRNA e a dos transportadores ABC.

Interessantemente, L. amazonensis exibiu a menor intensidade de ergosterol em
comparagdo as demais espeécies. Aléem disso, essa espécie juntamente com L. tarentolae e
L. braziliensis demonstraram quantidades reduzidas de L-ornitina e acido fosfoenolpiravico.
Deve-se ressaltar que todas as espécies foram cultivadas nas mesmas condi¢cdes e 0s
metabdlitos foram extraidos de parasitos que se encontravam no mesmo estagio de cultivo,
0 que reforca que as diferencas identificadas no metabolismo possivelmente decorrem de

perfis metabolicos distintos.
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Figura 13. Avaliagcdo do perfil metabdlico das diferentes espécies de Leishmania por Heatmap. A
abundéancia de cada metabdlito € representada pela escala de cor, variando de -1 (verde) a 1 (vermelho). Para
permitir a comparacédo dos dados, a abundancia ibnica média foi normalizada por Log2 n. No eixo x estdo

apresentadas as 5 espécies de Leishmania e no eixo y estao indicados os metabdlitos identificados.
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Tabela 5 - Metabolitos identificados por GC-MS e sua abundancia iébnica média em cada espécie de

Leishmania
Metabélito Eormula IVI(aDZS)a L. bra L.maj | L.ama L. inf L. tar
Acido fumérico CaHiOu 116,011 11,547 | 13,224 | 10,185 | 12,207 | 9,822
Acido malico O, 134,022 12,556 | 13,723 | 12,215 | 13,266 | 12,421
Acido p-hidréxifenilatico CoHiwO. | 182173 | ©768 | 11,384 1 8158 | 5071 | 8492
Acido citrico CeHgO7 192,027 6,518 13,460 6,107 9.847 2,824
Acido 3-fenilatico CoH1003 166,063 10,983 | 13647 | 11,774 6,591 10,194
Acido pipecdlico CeH11NO; 129,079 8,691 5,751 8,846 | 10464 | 6,569
Adenina CoHeNs 135,054 13,253 | 13,099 | 13,451 | 12,999 | 12,828
Adenosina-5-monofosfato C10H14NsO7P | 347,063 7,539 | 14819 | 3,890 8,743 0,869
Hipoxantina CeHaNsO 136,039 1,241 | 10,286 | 1,127 7,342 0,000
Uracila CaHaN2O3 112,027 8,467 | 14,969 | 11,615 | 13,423 | 10,545
Uridina-5-monofosfato CoH13N20gP | 324,036 9.022 | 13,356 | 6,491 7873 3,203
Acido aspértico C4H/NO, 133,038 13,411 | 14,056 | 12,237 | 15,481 | 14,966
Homoserina CaHoNOs 119,058 14,095 | 17,008 | 13,677 | 17,685 | 16,796
Isoleucina CeH1aNO3 131,095 17,378 | 16,340 | 17,053 | 16,956 | 15,189
Leucina CoH1zNO» 131,095 14,520 | 16,804 | 14,469 | 17,679 | 13,305
Lisina CeHiaN2Os 146106 2,967 | 12,077 | 1,332 8,796 0,000
Metionina CsHUNO,S 149,051 11,182 | 13,207 | 11,776 | 13,361 | 10,983
Omitina CeH1aN20, 132,090 6,392 11,561 2,170 9,734 1,630
Fenilalanina CoH11NO2 165,079 14,946 | 17,202 ) 13,132 | 15530 | 11,585
Prolina CsHoNO, 115,063 15,878 | 14,857 | 17,923 | 19,746 | 12,731
Serina CsH/NOs 105,043 14,401 | 17,160 | 13,819 | 16,151 | 13,485
Treonina C4HoNOs 119,058 14,437 | 14,212 | 14,920 | 17,380 | 12,839
Trans-4-hidréxi-L-prolina CsHgNO3 131,058 16,646 | 14,992 | 14,285 | 17,174 | 12,887
Tirosina CoHiNOs 181,074 13,801 | 17,024 | 10,727 | 15,578 | 10,886
Melezitose C1sH3:016 504,169 7,980 16,502 | 12,049 | 12,715 7,486
Sucrose CioH2sOut 342,116 10,980 | 12,240 | 10,897 | 11,619 | 11,187
Acido-3-fosfoglicérico C3H,0,P 185,993 13,569 | 16,844 | 12,952 | 14,788 | 13,137
Alo-inositol CoH1:06 180,063 21,425 | 19,522 | 19,113 | 20,373 | 16,013
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Metabdlito Eérmula IVI(aDsas)a L.bra | L.maj | L.ama | L.inf L. tar
Acido glucénico CeHpO- 196,058 12,928 | 13,712 | 12,322 | 12,818 | 11,083
Glicose-6-fosfato CeH1304P 260,030 417l | 13,785 | 8,030 8,482 2,601

Acido glicérico CHeOu 106,027 11,732 | 12,063 | 11,122 | 13,078 | 13,354
Manitol / xilitol CoH1O6 182,079 16,183 | 16,159 | 15,780 | 17,051 | 14,768
Ribose-5-fosfato CsH110gP 230,019 6,333 | 13,365 | 7,206 9,735 2,769
1-metil nicotinamida C7H9N20 137,071 10299 | 12,571 9.431 11,760 | 8,617
Putrescina CaHiNs 88.100 14,553 | 16,866 | 15,862 | 18,633 | 17,119

Uréia CHaN,O 60,032 13,378 | 13,439 | 13,267 | 13,457 | 13,570

Acido fosfoenolpirivico C3HsO6P 167,982 2,496 8,058 2,067 8,004 3,750
Acido 6-fosfoglucénico CeH13010P 276,025 13,243 | 18,560 | 10471 ) 15,659 | 3,899
Glicerol-1-fosfato C3HoO6P 172,014 12,016 | 16,665 | 11,476 | 13,984 | 13,647
Glucolactona CeH1005 178,048 7,394 | 12,144 | 11,306 | 10,808 | 10,205
Acido linoléico CasHa20, 280,240 11,585 | 18,969 | 15,144 | 14,894 | 12,080
Acido araquidénico CooH4002 312,303 12,494 | 12,881 | 11,930 | 11,976 | 11,087
Acido beénico CaoHaOs 340,334 10,887 | 11,613 | 10,344 | 11,507 | 10,390

Colesterol CorHacO 386,355 14,246 | 15,512 | 13,269 | 14,780 | 14,454

Ergosterol CosHasO 396,339 17,654 | 17,388 4,009 16,432 | 10,765

Lanosterol CaoHsoO 426,386 11,232 9,578 9,674 9,613 4,891

Acido Oléico CisHa:0s 282,256 12,652 | 16,986 | 14,333 | 15,066 | 13,215
. Esqualeno CaoHso 410,391 13,464 | 11,271 | 12,120 | 11,585 | 12,444

A tabela lista os metabdlitos identificados pelo GC-MS e as suas respectivas formulas moleculares, massa
monoisotépica e categorias quimicas e, a abundancia ibnica média destes compostos em cada espécie de
Leishmania. Legendas: Acidos organicos e derivados |__; Acidos nucléicos (purinas, pirimidinas e conjugados)
l; Aminoacidos, peptideos e conjugados |, Carboidratos |_; Compostos aromaticos heterociclicos [
Compostos nitrogenados e poliaminas [Jll; Ester fosfato lll; Fosfatos de Aclcar |; Glicerofosfatos [l
Lactonas [lll; Lipidios e esteréis [Jll; L. maj: L. major Friedlin; L. tar: L. tarentolae LV-414; L. bra: L. braziliensis
M2904; L. inf: L. infantum PP75; L. ama: L. amazonensis PHS8.
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Tabela 6 - Vias enriquecidas no MBRole com significancia estatistica em cada par de comparacgéo

Transportadores ABC

Biossintese de acidos graxos insaturados

Biossintese de valina, leucina e isoleucina

Pentoses fosfato

Metabolismo de arginina e prolina

Biossintese de aminoacil-t-RNA

Biossintese de esterdis

Metabolismo de glicina, serina e treonina

Metabolismo de purina

Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato

Legendas: -: valor-p < 0.01; -: valor-p entre 0,01 e 0,05; L. maj: L. major Friedlin; L. tar: L. tarentolae LV-414; L. bra: L. braziliensis M2904; L. inf: L. infantum PP75; L.
ama: L. amazonensis PH8.
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Tabela 7 - Metabolitos identificados por GC/MS cuja expresséo variou em pelo menos 50% de intensidade entre duas espécies.

Metabdlito

Acido 3-fenilatico

Acido 6-fosfoglucénico

Adenosina-5-monofosfato

Acido citrico

Ergosterol

Glicose-6-fosfato

Hipoxantina

Lisina

Melezitose

Ornitina

Acido fosfoenolpirivico

Acido p-hidréxifenilético

Ribose-5-fosfato

Uridina-5-monofosfato
A variacdo entre as espécies foi determinada com base no fold change, sendo que valores acima de 1,5 (verde) foram categorizados como expressao aumentada e abaixo de
0,5, como expresséo diminuida (vermelho). Legendas: L. maj: L. major Friedlin; L. tar: L. tarentolae LV-414; L. bra: L. braziliensis M2904; L. inf: L. infantum PP75; L. ama: L.
amazonensis PH8.
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5 DISCUSSAO

Leishmania tarentolae é uma espécie de Leishmania que representa um importante
modelo para estudo da biologia de Leishmania, uma vez que compartilha ancestral comum
com espécies do sub-género Leishmania, e portanto esta filogeneticamente muito
relacionada as espécies patogénicas desse sub-género, assim como do sub-género Viannia.
No entanto, infecta hospedeiros distintos em seu ciclo de vida e ndo é patogénica para
mamiferos. Além disso, 0s organismos desta espécie possuem um alto potencial
biotecnoldgico e tem sido amplamente utilizados na producao de proteinas recombinantes,
vacinas e na busca por farmacos para o tratamento das leishmanioses (TAYLOR et al.,
2010; MIZBANI et al., 2011; PINEDA et al., 2016). Contudo, diversos aspectos inerentes a
biologia da propria L. tarentolae sdo desconhecidos, como a composicdo da membrana
celular, perfil metabdlico e se formas metaciclicas sdo formadas (BATES, 2007). A
elucidacéo de diversos aspectos bioldgicos destes parasitos pode contribuir para melhorar o
entendimento das leishmanioses, especialmente no que concerne a viruléncia e interagédo
parasito-hospedeiro.

Poucos estudos descrevem o desenvolvimento de L. tarentolae no inseto vetor, por
consequéncia, ndo existem relatos demonstrando quais estagios além de promastigotas
prociclicas ocorrem nestes hospedeiros (BATES, 2007). Em analogia as espécies
patogénicas, estes parasitos possivelmente produzem uma forma infectiva para répteis
(BATES, 2007). Com o intuito de avaliar a formagcédo de promastigotas metaciclicas por L.
tarentolae, o perfil de crescimento in vitro desta espécie foi analisado, pois caso um estagio
infectivo ocorra, é provavel que seja durante a fase estacionaria, tendo em vista que neste
estagio, 0s protozoarios se encontram em um ambiente escasso de nutrientes e conseguem
sobreviver por um periodo consideravel de tempo, sem que alteracdes significativas no
namero de células sejam observadas. Essas caracteristicas sdo compativeis com
promastigotas metaciclicas, uma vez que estas formas ndo se multiplicam e sédo adaptadas
a condi¢bes adversas, como privagéo nutricional (PERKINS, 1984; MALLINSON; COOMBS,
1989; SACKS; KAMHAWI, 2001; SACKS). O padrdo de crescimento in vitro de L. tarentolae
se mostrou semelhante ao das outras espécies, apresentando fases logaritmica e
estacionarias bem definidas.

Os parasitos também foram avaliados quanto a ocorréncia de alteragcbes na
morfologia ao longo do cultivo in vitro, considerando-se que durante a metaciclogénese das
espécies que infectam mamiferos, é observada a diminuicdo do tamanho e da espessura do
corpo celular, enquanto que as dimensdes do flagelo permanecem inalteradas (ALMEIDA et
al., 1993). Na analise por citometria de fluxo baseada no tamanho, uma pequena proporcéo
das células identificadas como pequenas formas foi detectada e se manteve constante

durante o cultivo. Contudo, ressalta-se que estas podem néo corresponder a promastigotas
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metaciclicas, podendo ser resultado de uma cultura ndo sincronizada, na qual os parasitos
podem estar presentes em diferentes estagios de desenvolvimento (SARAIVA et al., 2005;
SPATH; BEVERLEY, 2001). As espécies que infectam mamiferos apresentam outras formas
de promastigotas além de prociclicas e metaciclicas, como as nectomonades e
leptomonades. E possivel que as pequenas células observadas no experimento com L.
tarentolae correspondam a algum destes estagios.

Nas outras espécies a ocorréncia de metaciclicas é percebida durante todos os
estagios do cultivo, mas durante a fase estacionaria ha um aumento na propor¢cdo dessas
formas (LOUASSINI et al., 1998). Como n&o houve alteracdo na propor¢cédo de células com
diferentes tamanhos, sugerindo que a auséncia de formacédo de metaciclicas na cultura de
L. tarentolae. Além de mudancas na morfologia, a metaciclogénese é acompanhada por
alteracdes na composi¢éo de carboidratos de membrana, na infectividade, expressao génica
e motilidade (SILVA; SACKS, 1997, SACKS; KAMHAWI, 2001; TURCO; SPATH;
BEVERLEY, 2001). Com o intuito de determinar se algum destes parametros modifica
durante o cultivo in vitro de L. tarentolae indicando a possivel formagédo de metaciclicas,
avaliamos se variacbes ocorrem nos glicoconjugados de membrana por ensaios de
aglutinacéo.

Carboidratos de superficie exercem diversas fun¢des importantes em Leishmania,
que incluem desde a adesdo das promastigotas ao intestino do inseto vetor, a entrada e
sobrevivéncia dos parasitos no interior dos macréfagos (RODRIGUEZ-GONZALEZ et al.,
2006). Lectinas sé@o proteinas capazes de reconhecer residuos especificos de carboidratos
e tem sido amplamente empregadas na andlise da composicdo de carboidratos de
superficie e na distingdo de estagios de desenvolvimento, uma vez que alteracdes em
carboidratos que compdem o LPG ocorrem durante a metaciclogénese (ANDRADE;
SARAIVA, 1999; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2006; DA SILVA et al., 2015;). Neste
estudo, o percentual de aglutinacdo de promastigotas logaritmicas foi comparado ao de
promastigotas em fase estacionaria na presenca de WGA ou ConA, para avaliar a
ocorréncia de selecdo negativa (auséncia de aglutinacdo) das metaciclicas por alguma das
lectinas. As promastigotas de L. tarentolae aglutinaram com ambas lectinas, sendo que a
aglutinagdo por ConA demonstra a presenca de residuos de D-manose e/ou D-glicose na
superficie destes parasitos, enquanto que a aglutinacdo com WGA indica a presenca de
residuos de N-acetil-D-glicosamina (WILSON; PEARSON, 1984). Todavia, em contraste
com estudos anteriores envolvendo espécies dos sub-géneros Viannia e Leishmania
(WILSON; PEARSON, 1984; MUSKUS et al., 1997), nenhuma diferenca foi observada no
perfil de aglutinagdo de L. tarentolae, nos diferentes estagios de cultivo, que pudessem
sugerir a ocorréncia de metaciclogénese em estagios mais avancado do cultivo celular.

Ressalta-se, no entanto, que apesar de perfis similares de aglutinacdo terem sido
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observados entre as fases de logaritmica e estacionaria de L. tarentolae, a ocorréncia de
modificagbes na superficie destes parasitos ndo pode ser excluida, dado que o painel de
lectinas utilizado neste trabalho € reduzido e as altera¢cdes podem ocorrer em outros alvos
que ndo os reconhecidos por WGA ou ConA. Alternativamente, as diferencas nos residuos
reconhecidos por essas lectinas podem ocorrer entre outros estagios, como de
promastigotas para amastigotas.

A ligacao diferencial de promastigotas em diferentes estagios de desenvolvimento as
lectinas nas espécies patogénicas tem sido associada ao aumento da expressao de gp63 e
com alteracdes estruturais no LPG, que ocorrem durante a metaciclogénese, dificultando a
ligacdo das lectinas aos seus respectivos alvos neste estdgio de desenvolvimento
(MUSKUS et al., 1997; DA SILVA et al., 2015; SPATH; BEVERLEY, 2001). O LPG é o
glicoconjugado predominante (1-5x10° moléculas/célula) na membrana de promastigotas de
espécies de Leishmania que infectam mamiferos (PREVIATO et al., 1997; ILG, THOMAS,
2000). Em contrapartida, esta molécula parece estar ausente nas espécies que infectam
répteis (PREVIATO et al.,, 1997), o que pode por sua vez contribuir para auséncia de
diferencas de aglutinacdo de promastigotas logaritmicas e estacionarias de L. tarentolae nos
ensaios realizados neste trabalho.

Para avaliar esta hip6tese, a purificacdo de LPG a partir de promastigotas em fase
logaritmica tardia de L. tarentolae foi feita, e a andlise da presenca deste glicoconjugado a
partir do extrato purificado por western blotting utilizando o anticorpo CA7AE, que reconhece
a unidade repetitiva Gal(1,4)Man(a1)-PO, do LPG de diversas espécies de Leishmania, por
exemplo, L. donovani, L. braziliensis e L. panamensis e, com o anticorpo WIC 79.3 que
reconhece ramificacdes laterais do tipo Gal($1,3), encontrada em espécies como L. major e
L. turanica (MUSKUS et al., 1997; SACKS et al.,, 2000; VOLF et al., 2014), sugerem a
auséncia de LPG em L. tarentolae.

O reconhecimento das unidades repetitivas do LPG de L. major pelo anticorpo
CA7AE é prejudicado pela presenca das abundantes ramificagdes laterais (MUSKUS et al.,
1997). Devido a isso, algumas cepas desta espécie, por exemplo a L. major Friedlin, tem
sido extensivamente utilizadas como controle negativo de reatividade do CA7AE. Entretanto,
relatos contraditérios podem ser vistos na literatura (MUSKUS et al., 1997). Curiosamente,
nas nossas analises, o LPG de L. major se mostrou positivo no western blotting com este
anticorpo e essa reatividade, pode ser decorrente de possiveis diferencas nas condicdes
experimentais utilizadas, ou mesmo a variabilidade entre isolados.

O sequenciamento do genoma L. tarentolae néo revelou diferengas com o genoma
das espécies patogénicas, em relacdo aos genes que sintetizam o LPG, que pudesse
justificar a auséncia de LPG nestes parasitos. Contudo, dois genes envolvidos na

modificagdo e adicAo de cadeia lateral, p 1,3 galactosiltransferase e p1,2
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arabinosiltransferase, estdo presentes em numero reduzido de cépias e ausente, em L.
tarentolae, respectivamente (RAYMOND et al., 2012). Adicionalmente, o gene que codifica
LPG3, uma chaperona envolvida na adicdo de B—galactose ao residuo de manose na
unidade repetitiva do lipofosfoglicano, esta presente nesta espécie, mas o0s niveis de
expressao em amastigotas e promastigotas em fase estacionaria destes parasitos diferem
das espécies patogénicas (AZIZI et al., 2009; PIRDEL, 2016).

O solvente E utilizado no protocolo de extracdo de LPG foi inicialmente desenvolvido
para a obtencdo de glicolipidios complexos (ORLANDI; TURCO, 1987) e, alguns estudos
prévios reportam o uso desta solucdo para se obter outros gliconjugados (NEDELEC et al.,
1992). Diante da aparente auséncia de LPG em Leishmania tarentolae, é possivel que
algum outro glicoconjugado tenha sido obtido durante o processo de extragao.
Adicionalmente, um proteofosfoglicano ou proteina glicosilada de 100-130 kDa foi
reconhecida em western blotting com o extrato protéico usando anticorpo CA7AE. Alguns
estudos demonstram que este anticorpo pode reconhecer outros gliconjugados, incluindo a
fosfatase acida secretada (sAP) presente em algumas espécies de Leishmania (ILG, T. et
al., 1993). Analises posteriores poderdo esclarecer se ambas as metodologias possibilitaram
a visualizacdo do mesmo composto, bem como a determinacdo da estrutura e categoria
bioquimica.

Em L. major, o LPG desempenha papéis importantes na viruléncia dos parasitos,
como resisténcia a lise pelo sistema de complemento e inibicdo da fusdo dos fagossomos
aos lisossomos, enquanto que mutantes de L. mexicana deficientes de LPG1l ndéo
apresentam comprometimento na sobrevivéncia e multiplicacdo no interior dos
fagolisossomos das células hospedeiras (ILG, 2000; SPATH et al., 2003). Diante da
importancia do lipofosfoglicano para algumas espécies de Leishmania, a provavel auséncia
de LPG em promastigotas de L. tarentolae, pode contribuir para a incapacidade de L.
tarentolae em sobreviver no interior dos macréfagos e em uma maior sensibilidade ao
sistema de complemento (RAYMOND et al., 2012).

A gp63 é a glicoproteina mais abundante na superficie de promastigotas,
representando um importante fator de viruléncia em Leishmania (SCHNEIDER et al., 1992).
Esta protease, juntamente com o LPG, esta envolvida na protecdo dos parasitos a lise
mediada pelo complemento (D’AVILA-LEVY et al., 2014). Outras fung¢des importantes
exercidas por esta glicoproteina envolvem a adeséo e internalizacdo das promastigotas por
fagocitos, a degradacdo da matriz extracelular e a sobrevivéncia das amastigotas nos
fagolisossomos (BRITTINGHAM et al.,, 1999; CHEN et al., 2000; MCGWIRE; CHANG;
ENGMAN, 2003). L. tarentolae possui gp63 e, curiosamente, a familia génica que codifica
esta proteina encontra-se expandida nesta espécie, que contém 49 cépias das sequéncias

codificadoras, em comparacédo a L. braziliensis que possui 29, L. infantum com 7 e L. major
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com 5 (RAYMOND et al., 2012).Entretanto, nesta espécie a glicoproteina ndo apresenta
atividade proteolitica (CAMPBELL, KURATH e FLEISCHMANN, 1992; RAYMOND et al.,
2012). Diante da importancia desta metaloprotease para viruléncia das espécies
patogénicas, buscamos avaliar se alguma outra enzima poderia compensar a perda de
atividade proteolitica de gp63.

A andlise do perfil de proteases intracelulares e secretadas de L. tarentolae por
zimografia em SDS-PAGE, copolimerizado com gelatina permitiu identificar a auséncia de
deteccao de atividade proteolitica em nenhuma das duas porcdes. Contudo, apesar da alta
sensibilidade da técnica, a possibilidade de que existam proteases expressas em baixas
concentracdes ou que apresentem baixa atividade ndo pode ser descartada. Outras
hip6teses incluem a possibilidade de que o pH de 5.5 ndo é ideal para a atividade destas
enzimas ou a especificidade destas proteinas a outros substratos. Neste sentido,
experimentos realizados utilizando HPA e azocaseina como substratos demonstraram que o
extrato celular de L. tarentolae apresenta menor atividade proteolitica que a observada em
Trypanosoma spp (NORTH; COOMBS; BARRY, 1983). Ensaios de zimografia empregando
extrato de L. tarentolae realizados em géis SDS-PAGE copolimerizados com hemoglobina
bovina apresentaram bandas somente apds (24-48h) de incubacdo em tampao de reacao,
confirmando a baixa atividade proteolitica de extratos protéicos destes parasitos (NORTH,;
COOMBS e BARRY, 1983).

Além da alta variabilidade na sequéncia codificadora de gp63 de L. tarentolae, que
resulta na auséncia da atividade proteolitica desta glicoproteina, estes parasitos nao
possuem um importante fator de viruléncia para as espécies patogénicas, a protease
subtilisina (CAMPBELL; KURATH; FLEISCHMANN, 1992; RAYMOND et al., 2012). Esta
proteina esta envolvida no processamento de peroxidases do sistema tripanotiona e, dessa
forma, auxilia no balango redox e na prote¢do ao estresse oxidativo (SWENERTON et al.,
2010). Com base nestas informacdes, € tentador especular que L. tarentolae possua outras
proteases sem atividade proteolitica ou que proteases nao preditas em espécies
patogénicas ou Trypanosoma spp. estejam ausentes nessa espécie.

Extratos protéicos de L. amazonensis PH8 foram empregados como controles para a
atividade proteolitica nos ensaios de zimografia e apresentaram alta atividade proteolitica na
faixa de 50 a 150 kDa, o que nos permite validar a auséncia da mesma em L. tarentolae.
Curiosamente, dentre as proteases identificadas por este estudo, uma banda observada
entre 50 a 75 kDa possivelmente representa a GP63, diante da abundancia desta
glicoproteina durante a fase estacionaria. Ressalta-se que apesar de EDTA ser um inibidor
de metaloproteases, a inibicdo de gp63 na literatura tem sido reportada apenas pela
utilizacdo de 1,10-fenantrolina (MCGWIRE; CHANG; ENGMAN, 2003; SEAY; HEARD;

CHAUDHURI, 1996). Contudo, como durante ensaios de zimografia as proteinas ndo séo
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desnaturadas e reduzidas completamente, a massa molecular estimada pode ndo ser
representativa da massa real (CUERVO et al., 2006). Em relacdo a avaliacao da presenca
de atividade proteolitica em sobrenadante de cultura de L. amazonensis, proteases de
aproximadamente 100 a 250 kDa foram identificadas. No entanto, diante do painel limitado
de inibidores empregados, apenas uma protease intracelular e uma secretada desta espécie
puderam ser identificadas como provaveis serino-proteases.

Como esperado, diante da possivel auséncia de LPG e da atividade proteolitica de
gp63, L. tarentolae se mostrou significativamente mais sensivel a lise pelo sistema
complemento do que L. infantum. A baixa tolerncia destes parasitos a baixas
concentracdes de soro concorda com a capacidade limitada da L. tarentolae em sobreviver
em mamiferos, tendo em vista que o sistema complemento € uma das primeiras barreiras a
ser enfrentadas pelos parasitos durante a infecgdo (PINTO-DA-SILVA et al., 2002; BRETON
et al., 2005).

Até o momento, nossas analises demonstraram diferengas marcantes relacionadas a
aspectos pontuais da biologia de espécies patogénicas e L. tarentolae. Em um caminho
inverso, comparacdes Omicas podem revelar simultaneamente multiplos aspectos
significativos da biologia dessa espécie, que podem posteriormente serem validados
individualmente. Ressalta-se que informac¢des ainda desconhecidas sobre a biologia de L.
tarentolae incluem aquelas acerca da composi¢céo e da variabilidade do metaboloma destes
parasitos em comparacdo as espécies patogénicas. Estes dados podem contribuir para a
caracterizacdo da diversidade molecular de Leishmania spp, gerando conhecimentos sobre
adaptacdes no metabolismo de cada parasito que possivelmente estdo relacionadas as
diferencas na capacidade de infectar seus hospedeiros e causar patologias distintas.

A andlise genbmica comparativa realizada com diferentes espécies de Leishmania
revelou alta conservacao do conteudo de genes e sintenia, com relativamente poucos genes
espécies-especificos. Contudo, a maioria deles possui fungéo desconhecida (PEACOCK et
al., 2007). Estudos transcriptdmicos demonstraram diferencas significativas no perfil de
expressao dos parasitos, mas os esfor¢cos para correlacionar a expressdo de mRNA e
proteinas resultaram em baixa concordancia, sendo que essas diferencas estao
relacionadas a consideravel regulagédo poés-transcricional, traducional e pés-traducional em
Leishmania (MCNICOLL et al., 2006; SHARMA et al., 2010). Assim, a transcriptdmica por si
s6 ndo foi capaz de fornecer as informacdes necessérias para desvendar aspectos
relacionados a diversidade molecular de Leishmania.

Os estudos protedmicos tém sido particularmente Uteis na deteccao de proteinas
reguladas em Leishmania, devido ao mecanismo caracteristico da regulacdo da expresséo
destes parasitos (LEIFSO et al., 2006; MCNICOLL et al., 2006; SCHELTEMA et al., 2010).

Como a maioria das proteinas ainda nao possui anotacdo funcional, o uso da protedbmica na
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caracterizac@o da diversidade molecular destes parasitos ainda é limitado (SCHELTEMA et
al., 2010). Diante disso, a metabolédmica pode fornecer informacbes relevantes para
complementar dados transcriptbmicos e protedmicos e pode ajudar na compreensédo da
complexidade molecular de Leishmania, tendo em vista que o metaboloma é a
representacdo mais proxima do fendtipo, ja que a maioria das funcdes fisiolégicas ocorre em
nivel dos metabolitos (SCHELTEMA et al., 2010).

Neste estudo, o perfil metabdlico de promastigotas em fase estacionaria de L.
tarentolae foi analisado comparativamente ao de L. braziliensis, L. major, L. amazonensis e
L. infantum por GC-MS. As amastigotas sdo as formas parasitarias responsaveis pelas
leishmanioses em humanos, porém, a dificuldade de cultivar axenicamente parasitos neste
estagio de desenvolvimento contribui para que a maioria dos estudos seja feita com
promastigotas (VINCENT; BARRETT, 2015; WESTROP et al., 2015). Adicionalmente, as
formas amastigotas de L. tarentolae ainda nao foram bem caracterizadas (SIMPSON;
HOLZJR, 1988) e esforgcos para cultivar amastigotas axénicas de L. tarentolae em nosso
laboratério envolvendo incremento na temperatura de cultivo para 37°C, bem como a
acidificagéo do meio de cultura foram frustrados.

A andlise do metaboloma por GC-MS revelou diferencas nitidas entre formas
promastigotas na fase estacionaria de cultivo das diferentes espécies de Leishmania
estudadas relacionadas a abundancia de compostos envolvidos nas vias de biossintese de
purinas, pirimidinas e esterois, via das pentoses-fosfato, glicolise e ciclo dos &cidos
tricarboxilicos.

Leishmania e outros tripanossomatideos ndo possuem a habilidade de sintetizar
purinas pela via de novo, precisando obter estes nutrientes dos hospedeiros invertebrados e
vertebrados por meio dos transportadores de nucleobases e nucleosideos (BOITZ et al.,
2012; ORTIZ et al., 2007). As purinas participam de diversos processos celulares, como
producao de energia, sinalizacéo celular e sintese de acidos nucléicos (BOITZ et al., 2012).
A adicdo de CGS 15493, um antagonista de receptores de adenosina, as culturas de L.
amazonensis parece estimular a metaciclogénese in vitro destes parasitos (SERAFIM et al.,
2012), o que pode estar relacionado a viruléncia dos parasitos. O efeito dessa inibigcdo pode
ser revertido pela adicdo de determinados nucleosideos ou nucleobases, incluindo a
adenosina (SERAFIM et al.,, 2012). Adicionalmente, a captacdo de hipoxantina pelos
parasitos diminui significativamente durante a fase estacionaria, estando correlacionada com
a expressao reduzida de NT3, um transportador de alta afinidade de nucleobases (ORTIZ et
al., 2007). Os niveis de NT4, um transportador de baixa afinidade de adenina, também
diminuem durante este estagio (ORTIZ et al., 2007). Por outro lado, os niveis intracelulares
de hipoxantina em L. infantum e L. major se mostraram elevados durante nossas andlises.

De modo similar, em experimentos realizados em LC-MS com L. donovani, uma espécie
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proxima de L. infantum, foram evidenciadas quantidades altas desta nucleobase durante o
6° dia de cultivo (SILVA, ANA MARTA; CORDEIRO-DA-SILVA; COOMBS, 2011). J4 em L.
tarentolae, hipoxantina e adenosina-5-monofosfato ndo foram detectadas na anélise de GC-
MS.

A via das purinas € altamente redundante, dado que durante a biossintese tanto
nucleosideos, quanto nucleobases podem ser utilizados (BOITZ et al.,, 2012; NADERER;
MCCONVILLE, 2008). Dessa forma, a baixa concentracao intracelular de hipoxantina em L.
amazonensis e L. braziliensis pode ser compensada por niveis maiores de adenosina-5-
monofosfato. As diferencas nas concentracfes destes metabdlitos entre as espécies podem
indicar expressao diferencial dos transportadores ou preferéncia pela utilizacdo de
determinado substrato. Em contraste a via das purinas, Leishmania é capaz de sintetizar
pirimidinas de novo e de captar estes nutrientes dos hospedeiros (SOYSA et al., 2013).
Uracil fosforribosiltransferase (UPRT) € a enzima responsavel pela incorporagdo de
pirimidinas exdgenas pré-formadas ao pool de nucleotideos dos parasitos. Para isso, 0s
precursores sao convertidos a uracila e em seguida fosforribosilados para uridina
monofosfato por esta enzima (SOYSA et al., 2013). A presenca de quantidades reduzidas
de uridina monofosfato em L. tarentolae pode ser decorrente do menor nimero de copias da
sequéncia codificadora de UPRT no genoma desta espécie (RAYMOND et al., 2012). Nos
fagolisossomos dos macrofagos, os parasitos passam por escassez de diversos nutrientes
e a presenca de quantidades significativas de compostos como 0s precursores de purinas
pode facilitar a diferenciacdo para amastigotas (SILVA; CORDEIRO-DA-SILVA; COOMBS,
2011). Assim, a menor abundancia desses compostos nitrogenados em L. tarentolae pode
estar associada a limitacdo na capacidade de diferenciacdo em formas amastigotas, assim
como menor sobrevivéncia das mesmas em macrofagos.

Analise protedmica da metaciclogénese de L. infantum revelou que diversas enzimas
gue compdem a via das pentoses-fosfato, responsavel pela producdo de NADPH e
pentoses, apresentam maior expressdo em promastigotas metaciclicas (MOREIRA et al.,
2014). A superexpressao destas enzimas pode indicar a contribui¢cdo da via na producao de
substratos para abastecer a glicOlise, além disso, o incremento na producdo de NADPH
pode ajudar a prevenir o estresse oxidativo (MOREIRA et al., 2014). A avaliacdo em nivel
metabdlico demonstrou que o 6-fosfogliconato e a ribose-5-fosfato encontram-se presentes
em menor abundancia em L. tarentolae, 0 que pode colaborar para a maior sensibilidade
destes parasitos as espécies reativas de oxigénio (RAYMOND et al., 2012).

Os niveis de L-ornitina, um aminoacido sintetizado a partir da hidrélise enzimatica de
L-arginina pela arginase (WANASEN; SOONG, 2008), se mostraram menores em L.
tarentolae, L. amazonensis e L. braziliensis. A descarboxilagdo de L-ornitina pela ornitina

descarboxilase gera a putrescina e, estes compostos juntamente com a espermidina
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alimentam a maquinaria antioxidante dos parasitos (MANDAL et al., 2016). Apesar das
diferencas na abundéancia de ornitina, concentracdes equiparaveis de putrescina foram
observadas nas diferentes espécies, ressaltando a importancia desta via na protecdo ao
estresse oxidativo. Esses achados podem indicar uma maior dependéncia de L. tarentolae
desta via para o balango redox.

Outras diferencas marcantes no metabolismo energético e de carboidratos foram
observadas durante a fase estacionaria de cultivo de L. tarentolae. Estudos anteriores
demonstram que a medida que promastigotas das espécies patogénicas entram neste
mesmo estdgio de crescimento ocorre um aumento no consumo de glicose, o que foi
constatado pelo maior nivel de producéo de enzimas participantes da glicolise e do ciclo dos
acidos tricarboxilicos (MOREIRA et al., 2014; LOUASSINI et al., 1998). Estas alteracdes
podem ser reflexo da necessidade da geracgdo de energia para a remodelagem intracelular e
diferenciagdo dos parasitos para promastigotas metaciclicas (MOREIRA et al., 2014). Em
contraste, metabdlitos como glicose-6-fosfato, fosfoenolpiruvato e citrato encontram-se
pouco abundantes em L. tarentolae. Interessantemente, 0s genes para as enzimas do tipo
glicoquinase-1 e citrato sintase estdo presentes nesta espécie em nimero maior de copias
(RAYMOND et al., 2012), o que pode resultar em acentuado catabolismo de carboidratos ao
longo do cultivo e, consequentemente, a diminui¢cdo da disponibilidade destes substratos na
fase estacionaria. Além disso, estes protozoarios ndo passam por alteracbes morfologicas
drasticas, como foi demonstrado pela andlise por citometria de fluxo, sugerindo que
guantidade elevada de ATP nédo seria necessaria por estes parasitos durante este estagio.
Por outro lado, o ciclo dos &cidos tricarboxilicos de L. tarentolae pode ser abastecido por
aporte de fumarato, gerado a partir do metabolismo de tirosina, devido aos maiores niveis
de tirosina e fenilactato que sdo componentes desse processo catabdlico, em comparacao
aos metabdlitos que participam do ciclo.

O ergosterol representa um importante componente de membrana em Leishmania,
sendo encontrado nas balsas lipidicas (YAO; WILSON, 2016). Durante a metaciclogénese, a
concentracdo deste e de outros esterdis altera significativamente, de modo que a
quantidade desses compostos é aproximadamente duas vezes menor em promastigotas
metaciclicas purificadas, do que em culturas mistas de promastigotas em fase estacionaria
(YAO; WILSON, 2016). Os niveis de ergosterol sdo também menores em promastigotas
metaciclicas do que em prociclicas (YAO; WILSON, 2016). Em relacdo as outras espécies, a
abundéancia deste composto em L. amazonensis PH8 se mostrou consideravelmente menor,
0 que, segundo os autores, pode se correlacionar com a possivel presenca de quantidades
maiores de formas infectivas nesta cepa, que pode apresentar até cerca de 70-80% de

metaciclicas na fase estacionaria de cultivo (DA SILVA, et al., 2015).
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As variagfes nos niveis de esteréis de Leishmania durante o desenvolvimento dos
parasitos indicam que esses compostos potencialmente estdo envolvidos na viruléncia
(YAO; WILSON, 2016). Além disso, sdo observadas diferencas no contetdo de esterdis de
membrana do hospedeiro vertebrado e do protozodrio, assim como, existem diferengas na
biossintese desses compostos entre estes organismos (MACCALL et a., 2015). Diante da
crescente resisténcia e da ocorréncia de sérios efeitos colaterais no tratamento das
leishmanioses (BRETON et al., 2005;DOLSTALOVA e VOLF, 2012), estas vias tem se
mostrado como alvos promissores para o desenvolvimento de novos farmacos. E importante
ressaltar que diferencas em alguns precursores de ergosterol, como o esqualeno e
lanosterol, foram observadas entre as espécies usadas por este estudo. Apesar de sutis,
estas variagcbes podem apontar para diferencas no metabolismo de esterois, evidenciando o
potencial destas vias para o desenvolvimento de novas drogas.

Os achados descritos neste estudo ressaltam o potencial da metabolémica na
identificacdo de aspectos distintos no metabolismo de cada espécie que podem estar
envolvidas com os diferentes comportamentos biolégicos e na sua relagdo com o
hospedeiro. Além disso, foram caracterizados varios aspectos da biologia de L. tarentolae
que permitem a sua melhor utilizagdo como modelo para estudos relacionados a genémica
funcional, identificagdo de fatores de viruléncia, desenvolvimento de vacinas e de novos

alvos terapéuticos.
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6 CONCLUSOES

Os dados obtidos permitem sugerir que L. tarentolae ndo sofre alteracbes
morfoldgicas e na composicao/estrutura de carboidratos de membrana, durante as fases de
seu cultivo axénico e, portanto, indicando que promastigotas metaciclicas possivelmente
ndo formadas por esta espécie. Promastigotas de L. tarentolae provavelmente ndo possuem
LPG e sua gp63 ndo apresenta atividade proteolitica. Adicionalmente, nenhuma outra
protease intracelular ou secretada foi observada nestes parasitos, o que em conjunto resulta
em parasitos altamente susceptiveis ao sistema complemento.

O perfil metabdlico da espécie nado-patogénica diferiu claramente das demais
espécies estudadas e patogénicas para humanos, exibindo menor abundancia ou mesmo a
auséncia de diversos metabdlitos, durante a fase estacionaria de desenvolvimento.
Compostos envolvidos na biossintese de purinas, pirimidinas e esterdis, via das pentoses-
fosfato, glicélise e ciclo dos &cidos tricarboxilicos se mostraram particularmente alterados

entre os parasitos das diferentes espécies analisadas.
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ANEXO |

Fold change de metabdlitos estatisticamente significativos diferencialmente expressos entre as espécies de Leishmania.

L.maj x | L.majx | L.majx | L.brax | L.brax | L.tarx | L.tarx | L.tarx | L.tarx | L.infXx
Metabolito L. inf L. bra L. ama L. inf L. ama L.bra | L. maj L. inf L.ama | L.ama
Acido fumarico 1.083 1.132 1.298 NSE 1.147 0.847 0.748 0.811 NSE 1.199
Acido malico 1.034 1.067 1.123 NSE 1.053 0.962 0.902 0.933 NSE 1.086
Acido p-hidréxifenilatico 2.245 NSE 1.395 NSE NSE NSE NSE NSE NSE NSE
Acido citrico NSE 1.606 2.204 NSE NSE 0.266 0.165 0.226 NSE NSE
Acido 3-fenilatico 2.071 1.208 1.159 NSE NSE NSE 0.735 NSE NSE 0.560
Adenina NSE NSE NSE NSE NSE NSE NSE NSE 0.949 0.966
Adenosina-5-monofosfato 1.695 NSE 3.809 NSE NSE 0.00 0.000 0.000 NSE NSE
Hipoxantina NSE 6.446 9.128 NSE NSE NSE 0.000 NSE NSE 6.516
Uracila NSE NSE 1.289 NSE NSE NSE 0.705 0.786 NSE NSE
Uridina-5-monofosfato 1.696 1.482 2.058 NSE NSE 0.326 0.220 0.373 NSE NSE
Acido aspartico 0.908 NSE 1.149 0.885 1.119 1.095 1.067 NSE 1.226 NSE
Homoserina NSE NSE 1.244 NSE 1.183 NSE NSE 0.956 1.236 1.293
Isoleucina NSE 0.930 0.958 NSE NSE 0.865 0.929 0.896 0.891 NSE
Leucina 0.950 1.133 1.161 0.839 NSE 0.896 0.791 0.752 0.918 1.222
Lisina NSE 3.166 9.069 NSE NSE NSE 0.000 NSE NSE 6.605
Metionina NSE 1.169 1.121 0.845 NSE NSE 0.829 0.820 0.930 1.135
Ornitina NSE NSE 5.329 NSE 3.788 0.117 0.083 0.099 NSE 4.487
Fenilalanina 1.08 1.111 1.310 NSE 1.180 0.744 0.670 0.742 0.878 1.183
Prolina 0.752 0.913 0.829 0,824 0.908 0.783 0.857 0.645 0.711 1.102
Serina 1.062 1.185 1.242 0.897 1.048 0.931 0.786 0.835 NSE 1.169
Treonina 0.818 NSE NSE 0.815 0.949 0.904 0.901 0.737 0.858 1.165
Trans-4-hidroxi-L-prolina 0.873 0,879 1.052 NSE 1.196 0.748 0.850 0.742 0.894 1.205
Tirosina NSE NSE 1.587 NSE NSE NSE 0.637 0.697 NSE 1.452
Melezitose 1.298 2.164 1.370 0.600 NSE NSE 0.433 0.562 0.593 NSE.
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L.maj x | L.majx | L.majx | L.brax | L.brax | L.tarx | L.tarx | L.tarx | L.tarx | L.infx
Metabdlito L. inf L. bra L. ama L. inf L. ama L.bra | L. maj L. inf L.ama | L.ama
Sucrose NSE NSE 1.123 NSE NSE NSE NSE NSE NSE NSE.
Acido-3-fosfoglicérico 1.139 1.229 1.3 NSE NSE NSE 0.768 NSE NSE NSE.
Alo-inositol 0.958 0.917 NSE NSE 1.114 0.754 0.822 0.788 0.840 1.066.
Acido glucénico 1.070 1.047 1.113 0.880 1.063 0.843 0.805 0.861 0.896 NSE
Glicose-6-fosfato 1.625 2.571 1.717 NSE NSE NSE 0.147 0.240 0.253 NSE
Acido glicérico 0.922 NSE 1.085 0.895 1.053 1.143 1.110 NSE 1.203 1.176
Manitol / xilitol 0.948 NSE NSE NSE 1.047 0.889 0.909 0.861 0.931 1.081
Ribose-5-fosfato NSE 1.641 1.855 NSE NSE 0.264 0.161 0.221 NSE NSE
1-metil nicotinamida NSE 1.182 1.333 NSE 1.128 0.882 0.746 0,797 NSE 1.247
Putrescina 0.905 NSE 1.063 0.907 NSE NSE NSE 0.921 1.082 1.175
Uréia NSE NSE 1.013 NSE NSE 1.013 1.010 NSE 1.023 1.014
Acido fosfoenolpiravico NSE NSE 3.898 NSE NSE NSE NSE NSE NSE 3.872
Acido 6-fosfoglucénico 1.185 1.185 1.773 NSE NSE 0.211 0.178 0.211 0.315 1.496
Glicerol-1-fosfato 1.192 1.349 1.452 NSE NSE 1.198 NSE NSE 1.289 1.219
Glucolactona 1.124 1.277 1.074 NSE 0.841 1.078 0.844 NSE 0.907 NSE
Acido linoléico 1.274 1.415 1.253 0.900 NSE NSE 0.633 0.806 0.793 NSE
Acido araquidénico 1.076 NSE 1.080 NSE NSE 0.850 0.855 0.920 0.923 NSE
Acido beénico NSE NSE 1.123 NSE 1.095 0.913 0.891 0.899 NSE 1.112
Colesterol 1.050 1.078 1.169 NSE 1.085 NSE 0.930 NSE 1.087 1.114
Ergosterol 1.058 NSE 4.337 1.081 4.429 0.591 0.604 0.639 2.620 4.099
Lanosterol NSE 0.857 NSE 1.162 NSE 0.535 0.624 0.622 0.618 NSE
Acido Oléico 1.127 1.259 1.185 0.895 NSE NSE 0.777 0.876 NSE NSE
Esqualeno 0.964 0.834 0.922 1.157 1.106 0.929 1.114 NSE NSE 0.956

Os valores de fold change foram calculados para os metabdlitos que foram considerados estatisticamente significativos por estatistica univariada e multivariada em pelo
menos uma comparacao de duas espécies. Apenas 0 acido pipecdlico ndo se mostrou significativo e ndo foi incluido nas analises posteriores. NSE: ndo estatisticamente
significativo. Legendas: L. maj: L. major Friedlin; L. tar: L. tarentolae LV-414; L. bra: L. braziliensis M2904; L. inf: L. infantum PP75; L. ama: L. amazonensis PH8.
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