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RESUMO

Fernanda de Aquino Marinho

Inducio de morte celular e inibi¢do da interacio de Leishmania amazonensis com
macroéfagos pelo inibidor de calpainas MDL28170

Orientadores: Marta Helena Branquinha de Sa e André Luis Souza dos Santos

Resumo da Dissertagdio de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtenc¢do do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas.

As leishmanioses sdao doencas causadas por protozoarios flagelados do género
Leishmania, e¢ representam um grupo de doencas emergentes com alta morbidade e
mortalidade em paises tropicais e subtropicais. Desde a descoberta das primeiras drogas
utilizadas no tratamento das leishmanioses até os dias atuais, a pesquisa por compostos com
atividade anti-leishmania sem efeitos toxicos e capazes de superar a emergéncia de cepas
resistentes permanece como um importante alvo. No presente trabalho, foram investigados
os efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a indugdo de morte celular, sobre a
ultraestrutura e a interagdo de Leishmania amazonensis com macrofagos. Além disso,
foram avaliados os efeitos do inibidor sobre a proliferacdo de formas infectivas, bem como
sobre a expressdao de peptidases classicas e de moléculas similares a calpainas apos
diferentes passagens in vitro. Analises por microscopia eletronica de transmissdo revelaram
que o tratamento com o inibidor de calpainas induziu alteracdes ultraestruturais no parasito,
como vacuolizagdo do citoplasma e modificagdes no nucleo das células como a
fragmentagdo e condensacao da cromatina. Quanto a indugdo de morte celular, foi possivel
observar caracteristicas bioquimicas relacionadas com apoptose, como a externalizagao de
fosfatidilserina, suspensdo do ciclo celular e fragmentagdo do DNA. O tratamento das
formas promastigotas com o inibidor de calpainas antes do processo de interagdo induziu
uma redugdo significativa nos indices de associa¢do dos parasitos com os macréfagos. No
pos-tratamento, o inibidor foi capaz de reduzir de maneira dose-dependente o numero de
macréfagos infectados. A producao de 6xido nitrico e de espécies reativas de oxigénio nao
foi alterada na presenga das diferentes concentragcdes do inibidor, demonstrando que o
mesmo aparentemente nao participa da ativacdo de mecanismos mediados por macrofagos
hospedeiros. As analises realizadas com formas promastigotas infectivas de L. amazonensis
recém-isoladas evidenciaram uma maior susceptibilidade destas formas a acdo do inibidor
quando comparadas a promastigotas mantidos em culturas axénicas. As formas infectivas
demonstraram alteragdes na expressao de peptidases classicas € um aumento na expressao
de moléculas similares a calpainas quando comparadas com formas nao-infectivas. Estes
dados sugerem uma possivel associagdo de moléculas similares a calpainas com a
viruléncia do parasito. Em conjunto, os resultados apresentados neste trabalho podem
contribuir para a adi¢do de novos conhecimentos a respeito destas moléculas. Sendo assim,
uma melhor caracterizacdo destas enzimas poderd ajudar na determinagdo das fungdes
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destas moléculas em protozoarios, além de contribuir para o desenvolvimento de inibidores
proteoliticos capazes de agir de maneira seletiva e eficaz contra as doencas causadas por
estes parasitos.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, macrofagos, peptidases, calpainas, inibidor de
calpainas, apoptose.

RIO DE JANEIRO
JULHO 2009



ABSTRACT

Fernanda de Aquino Marinho

Inducio de morte celular e inibi¢io da interacio de Leishmania amazonensis com
macroéfagos pelo inibidor de calpainas MDL28170

Orientadores: Marta Helena Branquinha de Sa e André Luis Souza dos Santos

Resumo da Dissertagdio de Mestrado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obteng¢do do titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas.

Leishmaniases are diseases caused by flagellated protozoa from the genus
Leishmania, and represent a group of emerging diseases with high morbidity and mortality
in tropical and subtropical countries. Since the discovery of the first drugs employed in the
treatment of leishmaniasis, the research for compounds with anti-leishmania activity with
no toxic effects and able to overcome the emergence of resistant strains stands as an
important target. In the present work, the effects of the calpain inhibitor MDL28170 were
investigated on the induction of cell death, the ultrastructure and the interaction of
Leishmania amazonensis with macrophages. In addition, the effects of the inhibitor on the
proliferation of infective forms as well as on the expression of classic peptidases and
calpain-like molecules after different passages in vitro were also evaluated. Transmission
electronic microscopy analyses revealed that the treatment with the calpain inhibitor led to
ultrastructural alterations in the parasite, such as cytoplasm vacuolization and changes in
the cells nucleus, including chromatin condensation and fragmentation. Regarding the
induction of cell death, it was possible to detect apoptosis-related biochemical aspects, such
as phosphatidylserine externalization, cell cycle disruption and DNA fragmentation. The
treatment of promastigotes with the calpain inhibitor before the interaction process led to a
significant reduction in the association indexes of the parasites with macrophages. In the
post-treatment, the inhibitor was able to reduce the number of infected macrophages in a
dose-dependent manner. The production of nitric oxide and reactive species of oxygen was
not altered in the presence of different concentrations of the inhibitor, which showed that it
does not apparently participate in the activation of mechanisms mediated by host
macrophages. The analyses performed with recently isolated infective promastigotes from
L. amazonensis evidenced a higher susceptibility of these forms to the inhibitor when
compared to promastigotes kept in axenic cultures. The infective forms showed alterations
in the expression of classic peptidases and an increase in the expression of calpain-related
molecules when compared to non-infective forms. Altogether, these data suggest a possible
association of calpain-like molecules to the parasite virulence. The results presented in this
work may contribute to extend the knowledge of these molecules. So, a better
characterisation of these enzymes may help in the determination of the functions of these
molecules in protozoa, as well as may contribute to the development of proteolytic



inhibitors capable of acting in a selective and effective way against the diseases caused by
these parasites.

Key words: Leishmania amazonensis, macrophages, peptidases, calpains, calpain inhibitor,
apoptosis.

RIO DE JANEIRO
JULHO 2009
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS:

BrdUTP- 5-bromo-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato

BSA- Soro Albumina Bovina

CDPs- Calcium Dependent Peptidases (Peptidases Dependentes de Calcio)
DMEM- Dubelco’s Modified Eagle Medium (Meio Eagle Modificado por Dubelco)
DMSO- Dimetilsulfoxido

DNA- Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucléico)

EC- Comité de Nomenclatura Enzimatica

EDTA- Acido Etilenodiaminotetracético

EGTA- Acido Etileno Glicol Tetracético

FACS- Fluorescence Activated Cell Sorting (Separador de Células Ativado por
Fluorescéncia)

FITC- Fluorescein Isothiocyanate (Isotiocianato de Fluoresceina)
Gp63- Glicoproteina 63

H,DCFDA- 2',7'-Diclorodiidrofluoresceina Diacetato

HEPES- Etanosulfonico 4-2 Hidroxietil Piperazina-1

HSP83- Heat Shock Protein (Proteina de Choque Térmico 83)

ICso- Referente a concentragdo da droga que causa uma reducdo em 50% da sobrevivéncia

dos parasitos em comparagao a curva de crescimento controle
IgG- Imunoglobulina G
k-DNA- DNA do Cinetoplasto

LPS- Lipopolissacarideo

MET- Microscopia Eletronica de Transmissao

MMP- Metalopeptidase de Matriz

MSP- Major Surface Peptidase (Principal Peptidase de Superficie)
MTT- Bromidrato de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
uM- Micromolar

NO- Oxido Nitrico

p/v- Peso por Volume
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PBS- Tampao Fosfato Salina

pH- Potencial Hidrogenidnico

PI- Todeto de Propideo

PKDL- Leishmaniose Dérmica Pos-Calazar

PSP- Promastigote Surface Peptidase (Peptidase de Superficie de Promastigotas)

RFLP- Restriction Fragment Lenght Polymorfism (Polimorfismo do Tamanho do
Fragmento de Restri¢ao)

RNase A- Ribonuclease A

ROS- Espécies Reativas de Oxigénio

SDS- Sodium Dodecyl Sulfate (Lauril Sulfato de Sodio)

SFB- Soro Fetal Bovino

SKCRP-19- Small Kinetoplastid Calpain-Related Protein-19 (Proteina de Kinetoplastideos
Relacionada a Calpainas - 19)

TdT- Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (Deoxinucleotidil Transferase Terminal)
TUNEL- Transferase dUTP Nick End Labeling (Marcacgdes de terminagdes dUTP pela
Deoxinucleotidil Transferase Terminal)

v/v- Volume por Volume
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I) INTRODUCAO

1. A Familia Trypanosomatidae

A familia Trypanosomatidae, classificada na ordem Kinetoplastida, compreende um
grande numero de parasitos monoflagelados eucariotos. Os diferentes géneros de
tripanossomatideos compartilham caracteristicas singulares, como a presenca de mitocondria
unica e ramificada que percorre todo o corpo celular. Esta organela apresenta uma porcao
especializada, localizada dentro da matriz mitocondrial, perpendicular ao eixo do flagelo, rica
em acido desoxirribonucléico (20-30% DNA total), identificada como cinetoplasto. O DNA
desta estrutura ¢ denominado k-DNA e se organiza em redes de cadeias circulares,
concatenadas e compactadas. Em muitos tripanossomatideos, a posicao relativa do cinetoplasto
em relagdo ao nucleo varia de acordo com o ciclo celular (MASLOV & SIMPSON, 1995).

O glicossoma também ¢ uma organela singular dessa familia e esta relacionado com o
peroxissoma de organismos eucariotos superiores. Além de tornar a transformagdo de glucose
em piruvato mais eficiente em tripanossomatideos que em outros organismos eucariotos, ja que
compartimentaliza a via glicolitica (revisto por VICKERMANN, 1994), o glicossoma também
possui outras fungdes relacionadas a biossintese de pirimidinas, recuperagao de purinas, sintese
de éter-lipidios e B-oxidacdo de 4cidos graxos (revisto por MICHELS, HANNAERT &
BRINGAUD, 2000). Os tripanossomatideos apresentam também citoesqueleto, estrutura
formada por uma camada de microtiibulos subpeliculares, associados entre si € & membrana
plasmatica, garantindo a sustentagdo da célula (revisto por GULL, 1999). O citoesqueleto
representa barreira importante ao transporte vesicular; logo, as fungdes endociticas e exociticas
limitam-se a outras regides onde os microtibulos nao estdo presentes. A regido da bolsa flagelar
¢ desprovida destes microtubulos, representando portanto o Unico sitio para
endocitose/exocitose de macromoléculas na maioria destes parasitos (VICKERMANN &
PRESTON, 1976; DE SOUZA, 1984; VICKERMANN, 1994). No entanto, existe uma estrutura
presente em alguns membros do género Trypanosoma, denominada citdostomo, responsavel por
processos de endocitose/exocitose. O citdostomo se apresenta como uma invaginagdo da
membrana plasmatica que pode atingir até a regido do nucleo celular. O citdstomo estd presente

nas formas epimastigotas e amastigotas, mas ausente na forma tripomastigota de T. cruzi. Essa
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estrutura ¢ responsavel por cerca de 85% da atividade endocitica nas formas epimastigotas de T.
cruzi (DE SOUZA, 2008).

Outro componente dos tripanossomatideos ¢ o flagelo tnico, composto basicamente
por um axonema e um corpo paraxial, que emerge da bolsa flagelar e se encontra ancorado
a célula pelos corpos basais, os quais estdo associados a mitocondria (revisto por
LANDFEAR & IGNATUSHCHENKO, 2001). O flagelo ¢ fundamental na locomog¢ao do
microrganismo, podendo em algumas espécies participar na adesdo a tecidos hospedeiros

(VICKERMAN, 1990; VICKERMAN & TETLEY 1990). A representacao esquematica da

morfologia dos tripanossomatideos pode ser observada na figura 1.

Citéstomo

| 1 | Flagelo
Axionema 1

Filamento paraflagelar

Vactuolo contratil

Golgi
Bolsa flagelar

Cinetoplasto Il
Nicleo 1

] -‘..! ¢
Glicossoma f (]
&/ \ o —’ {— Nucléolo |
Mitocondria X 111

Acidocalcissoma

Reservossomo

Figura 1: Representacdo esquematica da morfologia dos tripanossomatideos

(adaptado de DOCAMPO et al., 2005).

Tradicionalmente os tripanossomatideos estdo divididos em dez géneros (Leishmania,
Trypanosoma, Endotrypanum, Herpetomonas, Leptomonas, Crithidia, Blastocrithidia,
Rhynchoidomonas e Phytomonas), com base em caracteristicas morfoldgicas e quanto a
especificidade do hospedeiro. Neste ultimo caso, podem ser divididos em: monoxé&nicos,

quando desenvolvem todo o seu ciclo de vida em apenas um hospedeiro (geralmente um

15



invertebrado), ou heteroxénicos, quando desenvolvem o seu ciclo de vida em hospedeiros
diferentes (invertebrado e planta ou invertebrado e vertebrado). Porém, alguns estudos sugerem
a criacdo de trés novos géneros (Wallaceina, Strigopmonas e Angomonas) para reagrupar 0s
tripanossomatideos de acordo com a sua filogenia (PODLIPAEV & ROKITSKAYA, 1999;
BRANDAO et al., 2000; D’AVILA-LEVY et al., 2004), reforcando a necessidade de uma

revisdo taxondmica na familia Trypanosomatidae (Figura 2).

planta vertebrado

Leishmania

Phytomonas ¥ Trypanosoma
Endotrypanum

Crithidia
Leptomonas
Blastocrithidia
Herpetomonas
Rhynchoidomonas

-

invertebrado

Figura 2: Relagdo espécie-hospedeiro dos tripanossomatideos. Tripanossomatideos heteroxénicos alternam entre
hospedeiros invertebrados e vertebrados (setas vermelhas) ou plantas (setas verdes). O desenvolvimento dos
parasitos monoxé&nicos ocorre em um unico hospedeiro invertebrado (seta azul escura), embora tripanossomatideos
de insetos ja tenham sido isolados de plantas e vertebrados (setas azuis claras). Os parasitos com nome em destaque

(preto) representam os novos géneros propostos (adaptado de SANTOS et al., 2007).
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Durante o seu ciclo de vida, devido a mudangas ambientais, os tripanossomatideos
podem sofrer modificagdes morfo-fisiologicas, apresentando-se sob diferentes formas
evolutivas. Estas formas sdo caracterizadas pela morfologia do corpo celular, pela presenga ou
auséncia de membrana ondulante e de flagelo extracelular, local de emersao do flagelo e pela
posicdo do complexo formado pelo flagelo, bolsa flagelar, e cinetoplasto em relagdo ao nucleo
(HOARE & WALLACE, 1966; JANOVY, LEE & BRUMBAUGH, 1974; JANOVY,
VICKERMAN & PRESTON, 1976; WALLACE, 1977, YOSHIDA et al, 1978;
VICKERMAN, 1990, 1994; TEIXEIRA et al., 1997). A figura 3 mostra as principais formas
evolutivas dos tripanossomatideos. Alguns tripanossomatideos podem ainda apresentar outras
formas como a metacoanomastigota (SOUSA et al., 1996), forma similar a coanomastigota,
porém apresentando o cinetoplasto posterior ao nucleo. A forma esferomastigota, que apresenta
um corpo celular arrendondado e flagelo curto e a forma escleromastigota (RANQUE et
al.,1973), que sdo cistos ou formas de resisténcia, ¢ apresentada apenas por tripanossomatideos

monoxénicos.

) A 'Y

d v || 9

C .

>

Promastigota Paramastigota || Opistomastigota || Coanomastigota
5 "l <l <

Amastigota Esferomastigota || Tripomastigota Epimastigoté

Figura 3: Principais formas evolutivas observadas nos diferentes géneros que compdem a familia

Trypanosomatidae (adaptado de SOUSA, 2000).
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2. O género Leishmania e as leishmanioses

As leishmanioses compreendem um grupo de doengas causadas por protozoarios
parasitas do género Leishmania. Estes parasitos sdo heteroxénicos, transmitidos para
humanos e outros vertebrados através da picada do flebotomineo infectado. As formas
infectivas que s3o transmitidas para os mamiferos hospedeiros sdo denominadas
promastigotas metaciclicas e as formas ndo-infectivas denominadas promastigotas
prociclicas (DA SILVA & SACKS, 1987). Estas duas formas sd3o encontradas em culturas
axénicas, nos quais as formas prociclicas se multiplicam e se diferenciam em formas
metaciclicas, que sdo mais abundantes na fase estacionaria da cultura (SACKS et al., 1985).

Nos mamiferos hospedeiros, estas formas se transformam em amastigotas no interior
de células apresentadoras de antigenos, como macréfagos e células dendriticas. Os
parasitos intracelulares multiplicam-se por divisdo binaria e chegam a romper os
macrofagos infectados. Ao romper a célula, tais formas sdo liberadas para infectar outros
macrofagos e outros fagocitos, disseminando-se para outros sitios anatdmicos como: pele,
baco, figado, medula dssea e linfonodos (AWASTHI et al., 2004).

A transmissdo das leishmanioses ocorre através da picada de vetores hematdfagos do
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (WENIGER et al.,
2001), e o ciclo se fecha quando os vetores picam os reservatdrios vertebrados e ingerem as
formas amastigotas. Finalmente, os amastigotas atingem o tubo digestivo do inseto vetor,
onde apds passarem por varias etapas diferenciam-se em formas promastigotas prociclicas e
metaciclicas que sdo inoculadas no hospedeiro durante o repasto sanguineo (AWASTHI et
al., 2004). O ciclo de vida de Leishmania sp. e suas formas evolutivas estdo representadas
na figura 4.

As formas clinicas das leishmanioses podem ser divididas em dois tipos principais: a
forma tegumentar (cutdnea simples, cutanea difusa, mucocutanea) e a forma visceral. As
vastas manifestacdoes clinicas da doenga parecem resultar de uma combinacdo das
propriedades do parasito, como infectividade e patogenicidade, e dos diversos fatores do
hospedeiro vertebrado, como idade, predisposicdo genética, estado imunoldgico, entre

outros (MURRAY et al., 2005).
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Figura 4- Representacdo esquematica do ciclo de Leishmania sp. no inseto vetor e no hospedeiro mamifero.

Adaptado (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx [Acessado em 20/06/2008])

A leishmaniose tegumentar € caracterizada pelo aparecimento de lesdes na pele que
podem variar de simples a difusas, principalmente na face, causando mutilacdo e
desfiguracdo do paciente. A doenga pode regredir espontaneamente ou evoluir,
necessitando, portanto, de tratamento (GRIMALDI et al, 1991). A leishmaniose
mucocutanea inicialmente causa ulceras na pele similares aquelas observadas na forma
cutdnea que, entretanto, cicatrizam e posteriormente reaparecem, principalmente nas
mucosas do nariz, boca e faringe, podendo causar lesdes desfigurantes e mutilagdes na face
(HANDMAN, 2000; REY, 2002).

A leishmaniose visceral ou Calazar ¢ a forma mais severa da doenca. Este tipo de

leishmaniose afeta em torno de 500 mil pessoas por ano, principalmente na india, Sudio e
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paises da América Latina (WENINGER et al., 2001, GONTIJO & MELO, 2004). A
leishmaniose visceral afeta principalmente figado e o baco determinando, respectivamente,
uma hepatomegalia e esplenomegalia que pode levar a perda das funcdes destes Orgaos
entre outras alteracdes severas. Este quadro clinico pode ser fatal se o tratamento
estabelecido ndo for eficaz (CARVALHO et al., 2000; CROFT et al., 2006). As
manifestagdes clinicas dos diferentes tipos de leishmaniose podem ser observadas na figura

5.

Figura 5- Manifestagdes clinicas dos diferentes tipos de leishmaniose. A partir da esquerda, forma cutanea
simples (www.cpnoticia.com.br), cutinea difusa (www4.ensp.fiocruz.br), mucocutanea,
(www.adventurezone.com.br ) e visceral (www.vet.uga.edu).

As leishmanioses sdo infecgdes prevalentes em quatro continentes, consideradas
endémicas em 88 paises, dos quais 72 sdo paises em desenvolvimento. A distribuicao das
leishmanioses cutanea e visceral no mundo pode ser observada na figura 6. Mais de 90%
dos casos de leishmaniose cutdnea ocorrem no Ira, Afeganistdo, Siria, Arabia Saudita,
Brasil e Peru, e no caso da leishmaniose mucocutanea, 90% dos casos ocorrem na Bolivia,
Brasil e Peru. Em se tratando de leishmaniose visceral, 90% dos casos ocorrem em

Bangladesh, Brasil, Nepal, India e Suddo (WHO, 2006).
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Figura 6. Distribui¢do das leishmanioses cutidnea (A) e visceral (B) no Velho e Novo Mundo. As areas
afetadas estdo destacadas em vermelho de acordo com dados da Organizagdo Mundial da Satide (revisto por
SANTOS et al., 2008).

Em 1987, Lainson & Shaw propuseram a divisdo do género Leishmania em dois
subgéneros, Viannia e Leishmania. Estes dois subgéneros sdo classificados com base na
localizagdo do parasito no intestino do vetor. Os membros do subgénero Leishmania
desenvolvem-se nas regides pilorica e do intestino médio (desenvolvimento suprapilario),
enquanto as espécies do subgénero Viannia desenvolvem-se na regido posterior do intestino
(desenvolvimento peripilario) (LAINSON & SHAW, 1979, 1987; revisto por CORREA,
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BRAZIL & SOARES, 2005). Além disso, analises de isoenzimas sao utilizadas para definir
os complexos de espécies dentro de cada subgénero.

A classificagdo das espécies no género Leishmania baseou-se inicialmente em
critérios ecobioldgicos, tais como vetores, distribuicdo geografica, tropismo, propriedades
antigénicas e manifestacdes clinicas. No entanto, andlises bioquimicas e moleculares
mostraram que a classificagdo das espécies baseada apenas nestes critérios era insuficiente
para agrupar os flagelados de acordo com as suas similaridades genéticas. Portanto, outros
critérios passaram a ser utilizados para auxiliar a classificacdo das espécies de Leishmania,
tais como perfil de isoenzimas, sondas de DNA e anticorpos monoclonais espécie-
especificos, andlises de RFLP (“restriction fragment lenght polymorfism™) e perfil de
polimorfismo exibido pelo k-DNA (CUPOLILLO et al., 1998; revisto por BANULS, HIDE
& PRUGNOLLE, 2007).

No subgénero Viannia sdo encontradas as espécies do complexo braziliensis, que
causam leishmaniose cutdnea ¢ mucocutinea no Novo Mundo, como por exemplo,
Leishmania (Viannia) guyanensis, L. (V.) braziliensis e L. (V.) panamensis. No subgénero
Leishmania sdo encontradas as espécies do complexo mexicana causadoras de leishmaniose
cutdnea no Novo Mundo, como a L.(L.) amazonensis e L. (L.) mexicana. No Velho Mundo,
estdo as espécies responsaveis pela leishmaniose cutdnea como L.(L.) major, L. (L.) tropica
e L. (L.) aethiopica, que taxonomicamente, ndo se enquadram em nenhum dos complexos
citados. Neste subgénero também se encontram as espécies do complexo donovani como,
por exemplo, Leishmania (L.) donovani e L.(L.) infantum, responsaveis pela leishmaniose
visceral no Velho Mundo, e L. (L.) chagasi, responsavel pela leishmaniose visceral no
Novo Mundo (GRIMALDI et al., 1989; GRIMALD & TESH, 1993; CUNNINGHAM,
2002; FUNASA, 2002; MELBY, 2002).

No Brasil, a leishmaniose visceral é causada por Leishmania (L.) chagasi (sinonimia
L. infantum), ja a leishmaniose tegumentar americana ¢ causada por diferentes subgéneros e
espécies de Leishmania, sendo as mais importantes no Brasil: Leishmania (L.)
amazonensis, Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (V.) braziliensis (Ministério da
Saude, 2008). O parasito L. amazonensis ¢ um dos principais causadores de leishmaniose
tegumentar americana em areas endémicas. A infec¢do causada por L. amazonenis pode ser

caracterizada por lesdes cutdneas multiplas e progressivas, resisténcia a quimioterapia e
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anergia de células T especificas (RANGEL & LAINSON, 2003). A area geografica onde o
flagelado L. amazonensis se encontra estende-se por toda Bacia Amazonica
(compreendendo a parte brasileira, e possivelmente paises vizinhos) bem como outros
territorios, inclusive Maranhdo, Ceara, Bahia, Minas Gerais e Espirito Santo, também
existem relatos nas ilhas de Trinidad (Antilhas) (REY, 2008). Descobertas recentes
relataram o primeiro caso de infec¢do humana causada por L. amazonensis no Estado do
Rio de Janeiro, onde até entdo somente L. braziliensis era descrita como agente causador da
leishmaniose cutanea. Ainda neste trabalho as observagdes indicam que este parasito esta
ampliando sua distribui¢do geografica no Brasil, contribuindo para os quadros clinicos

incomuns da doenga em novas areas de transmissdo (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007).

3. Tratamento das Leishmanioses

O tratamento classico da leishmaniose inclui a utilizagdo de antimoniais
pentavalentes como antimoniato de N-metil glucamina (Glucantime) e estibogluconato de
sodio (Pentostan), utilizados desde a década de 1940. Em outros casos, outras drogas como
Anfotericina B, Pentamidina e Paromicina sdo usadas como uma segunda op¢ao em casos
de resisténcia, apesar da alta toxicidade apresentada ao hospedeiro. Como terapia
alternativa, ¢ possivel encontrar a associacdo de algumas drogas utilizadas no tratamento
das leishmanioses com lipossomas, a fim de diminuir os efeitos indesejaveis e aumentar a
concentragdo ¢ a eficacia das drogas nos tecidos (revisto por SANTOS et al., 2008).

Alguns grupos tém buscado alternativas de tratamento através da utilizagdo de
compostos naturais extraidos de diferentes espécies vegetais, devido a baixa toxicidade
apresentada por estes compostos. DUTTA e colaboradores (2007a) demonstraram a
atividade antileishmania de extratos das folhas de Aloe vera em promastigotas de L.
donovani. Outro trabalho deste grupo demonstrou que Racemoside A, uma saponina
esteroidal purificada de frutos de Asparagus racemosus, foi capaz de induzir a morte
celular em promastigotas de L. donovani (DUTTA et al., 2007b). Em L. amazonensis, foi
demonstrado por SOARES e colaboradores (2007), a atividade anti-leishmania de um
fluido extraido de Tabernaemontana catharinensis, um vegetal utilizado na medicina
popular para tratamento de doencas parasitarias encontrada no Sul do Brasil. O o6leo

essencial de Croton cajucara apresentou alta eficacia contra formas promastigotas e

23



amastigotas de L. amazonensis, sendo capaz de induzir morte celular em 100% dos
parasitos (ROSA et al., 2003). O extrato de Peschiera australis também foi capaz de inibir
o crescimento de formas promastigotas de L. amazonensis (DELORENZI et al., 2001).

Outros tipos de drogas classificadas como sintéticas tém sido testadas, como a
nicotinamida (NAM), o inibidor de acotinase (TAA), derivados de quinolonas e compostos
derivados de hidroxamato. A miltefosina (Hexadecilfosfocolina), originalmente
desenvolvida como um agente anti-neoplasico, ¢ amplamente estudada, e tem demonstrado
ser um tratamento efetivo e seguro para leishmaniose visceral na India, apresentando taxas
de cura de aproximadamente 98% (JHA et al.,, 1999; SUNDAR et al., 2000). Este
composto tem apresentado sucesso no tratamento de pacientes com leishmaniose visceral
antimoniais- resistentes (SUNDAR et al., 1998, 1999), leishmaniose visceral em criangas
(PALUMBAO, 2008) e leishmaniose cutanea (SOTO et al., 2001, 2008). O mecanismo de
acdo desta droga tem sido amplamente estudado. ESCOBAR e colaboradores (2001)
demonstraram que uma possivel acdo da miltefosina seria o estimulo do sistema imune e
hematopoético, com ativacao de células T e de macrofagos, além do aumento da producao
de interferon-y (IFN- v). Por outro lado, diferentes estudos demonstram que a miltefosina
teria uma agdo direta sobre o parasito por inducdo de apoptose (PARIS et al., 2004;
VERMA & DEY, 2004; VERMA et al., 2007).

Em geral, as drogas utilizadas no tratamento das leishmanioses apresentam sérios
problemas, incluindo alta toxicidade e efeitos adversos, a necessidade da hospitalizagdo dos
pacientes, surgimento de cepas resistentes e alto custo dos compostos utilizados no
tratamento. Sendo assim, faz-se necessario o desenvolvimento de novas estratégias

terapéuticas para o tratamento de doencas causadas por estes protozoarios.

4. Peptidases: um novo alvo para o desenvolvimento de quimioterapicos

As peptidases, peptideo-hidrolases ou proteases sdo enzimas hidroliticas que clivam
ligacdes peptidicas nas proteinas e fragmentos de proteinas (BARRETT, 1994; BARRETT
et al., 2001). Elas tém presenca universal entre os seres vivos e respondem por cerca de 2%
do total de proteinas presentes em todos os organismos, em vias metabdlicas e de

sinaliza¢do celular. Adicionalmente, muitos microrganismos secretam peptidases para o
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meio externo com a finalidade principal de degradar proteinas, cujos produtos de hidrolise

sdo fontes de carbono e nitrogénio para o seu crescimento (VERMELHO et al., 2007).

Segundo o Comité de Nomenclatura Enzimatica (EC) da Unido Internacional de
Bioquimica e Biologia Molecular (NCIUBMB, 1992), as peptidases pertencem a classe 3
(hidrolases) e subclasse 3.4 (peptideo-hidrolases ou peptidases). As enzimas da subclasse
EC 3.4 sao subseqiientemente classificadas como exopetidases (EC 3.4.11-19) e
endopeptidases (EC 3.4.21-99). Estes grupos referem-se a capacidade das enzimas em
clivar ligagdes peptidicas nas extremidades ou no interior da cadeia polipeptidica,
respectivamente. As exopeptidases podem ainda ser classificadas como aminopeptidases ou
carboxipeptidases, de acordo com a sua atuacdo na regido N- ou C-terminal da proteina,
respectivamente. As endopeptidases agem sobre ligagdes peptidicas de regides internas da
cadeia polipeptidica. O esquema da classificacdo das peptidases pode ser observado na

figura 7.

Proteases

N\

exopeptidases endopeptidases
aminopeptidases 17:-#-0-0-0-0-0- COOH serina pepfidase
dlpq’ﬂdll pq’ﬁd&'&' NH®-&-0-0-0-0- COOH cisteina P@ﬁdase
eptidil ” aspdrtico peptidase
tripeptidil peptidases 113--e--0-c-0- COOH metal peptidase
carboxipeptidases 1p-o-0-0-0-e-e-COOH gluta:.mco pepf‘ldase
freonina peptidase
peptidil dipeptidases 1;0-0-0-0-8-0-COOH
dipeptidases INE-®-®- COCH NH,-0-O-@-8-0-0- COOH

Figura 7: Esquema da classificagdo das peptidases quanto ao tipo de reagdo catalisada e a natureza

quimica do sitio ativo (adaptado de BOND & BUTLER, 1987).
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Em 1960, HARTLEY propo6s um tipo de classificacdo baseado na estrutura quimica
do centro ativo. Nesta classificagdo, as carboxipeptidases e as endopeptidases sao divididas
em subclasses de acordo com os grupos quimicos do centro-ativo envolvidos no
mecanismo catalitico. Neste sistema, as carboxipeptidases sao subdivididas em serina (EC
3.4.16.), metalo (EC 3.4.17.) e cisteina (EC 3.4.18.). As endopeptidases sdo subdivididas
em serina (EC 3.4.21.), cisteina (EC 3.4.22.), aspartico (EC 3.4.23.), metalo (EC 3.4.24) ¢
treonina peptidases (E.C. 3.4.25.) (Figura 7). Assim, as serina, aspartico e cisteina
endopeptidases tém esses aminoacidos no seu centro ativo, os quais sdo responsaveis pela
ligagdo e clivagem do substrato protéico. Nas metalopeptidases, um ou dois ions metéalicos
estdo envolvidos no mecanismo catalitico. Existe, atualmente, um sexto tipo catalitico, as
glutamico peptidases, que apresentam o acido glutamico em seu centro ativo. As enzimas
cujos mecanismos de agdo ndo estdo suficientemente elucidados sdo classificadas no
subgrupo EC. 3.4.99.

Como as peptidases formam um grupo extenso e heterogéneo, os critérios
disponiveis tornaram-se insuficientes para classificar e optimizar toda a informagao oriunda
dos estudos para a sua caracterizagdo quimica e bioquimica. Visando acompanhar os
avancos, foi criado o sistema MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk), que agrupa as
enzimas proteoliticas em familias de acordo com a homologia na seqiliéncia de
aminodcidos. As familias de mesma ancestralidade sdo, por sua vez, agrupadas em clas,
sendo este tipo de informacdo determinada pela estrutura terciaria das peptidases
(BARRETT et al., 2003). Assim, as peptidases sdo agrupadas em familias de acordo com a
semelhanga da seqiiéncia de aminoacidos do seu sitio catalitico em relacdo a enzima
representativa da familia. As familias, por sua vez, sdo agrupadas em clas especificos, de
acordo com as semelhancas na estrutura secundaria, terciaria ¢ na ordem dos residuos
cataliticos ou seqiiéncias motifs em torno destes residuos. As familias sdo representadas por
uma letra, que indica 0 mecanismo catalitico e um numero. O cla ¢ representado por duas
letras: a primeira indica o tipo de mecanismo catalitico e a segunda ¢ adicionada
seqiiencialmente. As letras usadas sdo ‘A’ (aspartico), ‘C’ (cisteina), ‘M’ (metalo), ‘S’
(serina), ‘T’ (treonina), ‘G’ (glutdmico) ou ‘U’ (tipo desconhecido, do inglés, unknown)
(BARRETT et al., 2001).

26



5. Peptidases no género Leishmania

Nos tripanossomatideos, as peptidases desempenham um papel fundamental na
interagdo parasito-hospedeiro, uma vez que estdo envolvidas com a invasdo pela
degradacdo de tecido conjuntivo; degradag¢do de proteinas do citoesqueleto do hospedeiro
durante invasdo ou ruptura das células do hospedeiro; escape ou modulacdo do sistema
imunoldgico por degradacdo ou ativagdo de moléculas do sistema imune; invasdo de células
hospedeiras; intervencao da coagulacdo sanguinea; a variabilidade antigénica do parasito e
com o sistema fibrinolitico do hospedeiro, que dependem de reagdes em cascata catalisadas
por peptidases (revisto por MCKERROW et al., 2006).

Além da sua importancia para a patogenicidade dos tripanossomatideos, as
peptidases também estdo envolvidas em eventos cruciais do ciclo de vida destes
microrganismos, tais como remodelagdo do parasito durante a transicdo de um estagio de
vida para outro e ativacao ou degradacdo de enzimas ou proteinas regulatoérias do parasito,
além de participarem no processamento de proteinas para fins nutricionais (revisto por
MCKERROW et al., 1993; SAJID & MCKERROW, 2002). Das seis classes de peptidases,
as metalo e as cisteina peptidases sdo as mais amplamente detectadas nos
tripanossomatideos (BRANQUINHA et al., 1996; SANTOS et al., 2005); porém, serina e
aspartico peptidases também foram encontradas no género Leishmania (ALVES et al.,
2005; MORGADO-DIAZ et al., 2005; VALDIVIESO et al., 2007, CHOUDHURY et al.,
2008).

5.1. Metalopeptidases

A metalopeptidase mais estudada e melhor caracterizada na familia
Trypanosomatidae ¢ uma glicoproteina de 60-65 kDa expressa em abundancia na superficie
celular das formas promastigotas das espécies de Leishmania. Denominagdes distintas tém
sido usadas para esta enzima na literatura, como gp63, leishmanolisina, PSP (“promastigote
surface peptidase”) ou MSP (“major surface peptidase”) (CLAYTON et al, 1998). Todas
MSPs estudadas em diferentes espécies de Leishmania compartilham de alta similaridade
nas suas sequéncias, e diferentes espécies compartilham distintas classes de genes para
MSP, os quais podem ser distinguidos por suas sequéncias e especificidade de estagio para

sua expressdo (YAO et al., 2003). A MSP corresponde a mais abundante glicoproteina de
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superficie em promastigotas, sendo ancorada via glicosilfosfatidilinositol (GPI), e uma
significante propor¢cdo de MSP ¢ liberada no meio extracelular por autoprotedlise
(MCGWIRE et al., 2002) ou por secrecdo via bolsa flagelar (ELLIS et al., 2002).

Em amastigotas, a expressdo de MSPs ¢ reduzida e podem estar presentes na
superficie celular ou no interior dos lisossomas dos parasitos. As MSPs podem contribuir
para a viruléncia e patogenicidade de Leishmania sp., sendo altamente expressas em
promastigotas metaciclicos. Nas formas virulentas a gp63 compreende 1% do total de
proteinas (revisto por YAO, DONELSON & WILSON, 2003). Em trabalho recentemente
publicado foi demonstrado que formas promastigotas virulentas de L. braziliensis, recém-
isoladas de hamsters, produziram altos niveis de gp63, detectados tanto na superficie
celular quanto em regides do citoplasma, quando comparadas a cepa avirulenta mantida ao
longo de varios anos apenas em culturas axénicas (LIMA et al., 2009). Diversos relatos na
literatura tém demonstrado a participacdo desta enzima na patogénese e viruléncia de
Leishmania (JOSHI et al., 2002). O papel da gp63 tem sido implicado na resisténcia a lise
mediada pelo sistema complemento, adesdo e invasdo dos macrofagos, prote¢do da
degradacao dentro do fagolisossomo de macréfagos, inibi¢ao da quimiotaxia de monocitos
e neutrofilos (revisto por YAO, DONELSON & WILSON, 2003) e colonizacdo do epitélio
intestinal do inseto vetor Lutzomyia longipalpis (HAJMOVA et al., 2004). Além disso, esta
metalopeptidase € capaz de hidrolisar diferentes substratos protéicos incluindo: proteinas do
soro, tais como albumina, caseina, componentes do complemento, fibrinogénio,
hemoglobina e imunoglobulinas (BOUVIER et al., 1990). Esta enzima tem sido
relacionada também com a degradacdo de componentes da matriz extracelular, como
colageno tipo IV e fibronectina, o que pode facilitar a migracao e disseminagdo do parasito
através dos tecidos (McGWIRE et al., 2003).

Em L. chagasi, foi demonstrado que em ambos os estagios, promastigotas e
amastigotas, hd a expressao de multiplas isoformas de MSP, porém, estas podem diferir
quanto a funcdo bioquimica e a localizacdo celular. Analises bioquimicas demonstraram
que as MSPs nas formas amastigotas encontram-se soluveis no citosol, em vesiculas ou
organelas, enquanto em promastigotas estdo associadas a membrana via ancora de GPI. Nos
promastigotas de L. chagasi as MSPs sdo liberadas extracelularmente, enquanto que nas

formas amastigotas este mecanismo ndo foi observado. Sendo assim, as MSPs podem estar
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exercendo diferentes papéis quando presente no ambiente extracelular ou intracelular de
Leishmania sp. (HSIAO et al., 2008).

Proteinas apresentando reacdo cruzada com esta enzima tém sido detectadas em
outros tripanossomatideos (revisto por SANTOS et al, 2006). Dentre os
tripanossomatideos estdo aqueles que apresentam o ciclo de vida predominantemente em
insetos, como Blastocrithidia culicis (D’AVILA-LEVY et al., 2005), Crithidia deanei
(D’AVILA-LEVY et al., 2003a, D’AVILA-LEVY et al., 2006a), Crithidia fasciculata
(INVERSO et al., 1993, BRANQUINHA et al., 1996), Crithidia guilhermei (D’AVILA-
LEVY et al., 2006a), Crithidia luciliae (JAFFE & DWYER, 2003), Leptomonas seymouri
(JAFFE & DWYER, 2003), Leptomonas samueli, Leptomonas collosoma, Leptomonas
wallacei (PEREIRA et al., 2009), Herpetomonas megaseliae (NOGUEIRA DE MELO et
al., 2006), Phytomonas serpens (D’AVILA-LEVY et al., 2006a) ¢ Phytomonas francai
(D’AVILA-LEVY et al., 2006b). Em Herpetomonas samuelpessoai, tém sido descrito que
estas proteinas possivelmente estdo envolvidas no processo de adesdo com o hospedeiro
invertebrado (ELIAS et al., 2006). Em Phytomonas serpens, foi descrita a participacdo
destas proteinas no processo de adesdo a glandulas salivares do inseto fitofago Oncopeltus
fasciatus (D’AVILA-LEVY et al., 2006b). A expressdo diferenciada de genes que
codificam moléculas similares a gp63 de Leishmania tém sido encontrados em
Trypanosoma brucei, (EL-SAYED & DONELSON, 1997) ¢ T. cruzi (GRANDGENETT et
al., 2000).

5.2. Serina peptidases

A presenca de uma serina peptidase de 60 kDa foi identificada na superficie celular
de L. amazonensis, assim como na membrana de compartimentos intracelulares do parasito
(MORGADO-DIAZ et al., 2005). Alguns estudos de inibigdo sugerem a presenga de uma
outra serina protease extracelular de 56 kDa, inibida por calcio e manganés e ativada por
zinco, que difere das outras peptidases ja conhecidas e caracterizadas neste flagelado
(SILVA-LOPEZ, COELHO & DE SIMONE, 2005). Recentemente, foi descrita a presenga
de uma serina peptidase em uma cepa de L. donovani (CHOUDHURY et al., 2008) com as
mesmas caracteristicas bioquimicas daquelas identificadas em L. amazonensis (SILVA-

LOPEZ, COELHO & DE SIMONE, 2005).
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5.3. Aspartico peptidases

As aspartico peptidases ainda ndo estdio bem caracterizadas na familia
Trypanosomatidae. Este grupo de peptidases esta dividido em vérias familias e geralmente
funcionam em condi¢des acidas. Este ultimo aspecto limita a fungdo das aspartico
peptidases a alguns locais especificos nos diferentes organismos, o que faz com que a
ocorréncia desta classe proteolitica seja menos abundante do que a de outros grupos de
peptidases (DASH et al., 2003). Apesar disso, as aspartico peptidases tém sido isoladas e
estudadas em uma ampla variedade de organismos, em vertebrados, fungos, plantas, virus e
at¢é em bactérias (HILL & PHYLIP, 1997, JAMES, 1998; DASH et al.,, 2003;
TAKAHASHI et al., 2006; ALVES et al., 2005; VALDIVIESO et al., 2007; PINTI et al.,
2007).

Nos ultimos anos, as aspartico peptidases t€m recebido atengdo como alvos para a
intervencdo farmacéutica visto a sua participagdo em varios processos fisioldgicos e
patoldgicos importantes (EDER et al., 2007). Os principais exemplos sdo: o envolvimento
da renina na hipertensao, da catepsina D na metéstase do cancer de mama e da peptidase do
HIV na AIDS (DASH et al., 2003). Em L. amazonensis foi reportado que a atividade de
aspartico peptidase diminui durante a transformagdo de formas promastigotas a
amastigotas; no entanto, esta atividade nao foi caracterizada bioquimicamente (ALVES et
al., 2005). A primeira identificagdo e caracterizacdo da atividade de uma aspartico
peptidase no género Leishmania foi realizada em L. mexicana. A detecg¢do da atividade
desta enzima foi realizada através da utilizacdo de um substrato sintético seletivo para
aspartico peptidases tipo catepsina D. O inibidor cldssico de aspartico peptidases, DAN
(diazo-acetyl-norleucinemethylester), foi capaz de inibir a atividade proteolitica da enzima
(VALDIVIESO, DAGGER & RASCON, 2007). As peptidases dos parasitos sio de
consideravel interesse para a pesquisa porque proporcionam informacdes sobre a
bioquimica e a biologia do parasito, bem como auxilia a esclarecer algumas facetas da
interacdo parasito-hospedeiro. Uma vez que essas enzimas desempenham uma série de
funcdes essenciais para os parasitos, as peptidases sdo alvo para a produgdo de agentes
quimioterapicos (BARR et al., 2005; revisto por MCKERROW et al., 2006; VERMELHO
etal., 2007).

30



5.4. Cisteina peptidases

As cisteina peptidases sdo detectadas em varios protozoarios, com alta atividade
enzimatica em pelo menos um estagio dos seus ciclos de vida. Entre outras fungdes, as
cisteina peptidases participam na nutricdo do parasito, no processo de interacio com o
hospedeiro, no mecanismo de invasdo de macrofagos e no escape da resposta imunologica
do hospedeiro (revisto por MCKERROW et al., 2006).

Espécies de Leishmania contém multiplas e ativas cisteina peptidases, e uma analise
detalhada do genoma de L. major revelou a existéncia de genes que codificam um total de
65 cisteina peptidases, agrupadas em 4 clas e 13 familias. No entanto, a maioria dos estudos
foi desenvolvido com as peptidases similares a catepsina L (denominadas de CPA e CPB),
além das similares a catepsina B (CPC), todas estas pertencentes ao tipo papaina e alocadas
no cla CA da familia C1 (MOTTRAM, COOMBS & ALEXANDER, 2004).

Os genes responsaveis pela codificagdo destas cisteina peptidases que apresentam
baixa massa molecular (cpa, cpb, cpc) ja foram identificados em varias espécies de
Leishmania (revisto por FRAME, MOTTRAM & COOMBS, 2000; MOTTRAN,
COOMBS & ALEXANDER, 2004). Através da geracdo de mutantes nulos para cada um
destes genes, foi demonstrado que o papel da CPB ¢ facilitar a diferenciacdo de
promastigota e/ou facilitar a evasdo do ataque microbicida do macrofago (revisto por
FRAME, MOTTRAM & COOMBS, 2000; MOTTRAN, COOMBS & ALEXANDER,
2004). Além disso, verificou-se que a CPA ndo ¢ essencial para a replicagdo de L. infantum,
mas é importante para a interacdo parasito-hospedeiro (DENISE et al., 2006), ¢ que a
remogdo dos genes ou a inibigdo das cisteina peptidases CPA e CPB em L. mexicana nio
somente interferiu na via de autofagia, que ocorre durante a diferenciacdo para
promastigotas metaciclicos e amastigotas, como também impede a metaciclogénese e
transformagao para amastigotas, fortalecendo a hipotese de que a autofagia € requerida para
a diferenciacdo celular (WILLIANS et al., 2006).

Outros estudos demonstram que as cisteina peptidases sdo preferencialmente
expressas em promastigotas virulentos de Leishmania quando comparados com os parasitos
avirulentos, em pelo menos L. amazonensis e L. braziliensis (SOARES et al., 2003; LIMA
et al., 2009). Em L. amazonensis, através de técnicas como Western blotting, citometria de

fluxo e microscopia de fluorescéncia, foi detectado pelo nosso grupo a presenca de
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proteinas com reatividade cruzada com a calpaina de Drosophila melanogaster (D’AVILA-
LEVY et al., 2006c). Outros dados tém reforcado a presenca destas proteinas em

tripanossomatideos, como descrito a seguir.

6. Calpainas

As calpainas compreendem um grupo heterogéneo de cisteina peptidases neutras
dependentes de calcio, também denominadas CDPs (“Calcium Dependent Peptidases”),
com um amplo padrao de expressdo que inclui multiplas isoformas. Estas enzimas sao
proteinas heterodiméricas formadas por uma subunidade catalitica de 80 kDa e uma
subunidade regulatoria de 30 kDa. Existem duas isoformas homologas desta enzima,
denominadas de p- e m-calpainas, que t€ém sido distinguidas com base nas diferengas de
seus requerimentos in Vitro por calcio, respectivamente micro- ¢ milimolar, que atua como
co-fator essencial para obten¢do da atividade hidrolitica maxima. Ambas as subunidades
contém um dominio de ligagdo para calcio do tipo calmodulina. Nas células de animais, a
subunidade menor nas isoenzimas ¢ idéntica, enquanto que a subunidade de 80 kDa
apresenta identidade de seqiiéncia limitada (revisto por JOHNSON & GUTTMAN, 1997).

A estrutura da m-calpaina ¢ demonstrada na figura 8.

Figura 8. Representacdo da estrutura da m-calpaina (mili-calpaina)

(MEROPS- The peptidase database)
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Apesar de ser uma enzima tipicamente citosolica, essa enzima tem sido descrita no
espaco extracelular de varios tecidos, e foi demonstrado que ela ¢ ativamente secretada
pelas células (revisto por NISHIARA et al., 2001). Uma vez que as calpainas requerem
concentragdes de calcio altissimas para ativagdo in vitro, o papel fisiologico das calpainas
em eventos mediados por calcio tem sido amplamente discutido. A forma de ativagdo in
Vvivo pode ser regulada por autoprotedlise e outros fatores como ligagdo com fosfolipideos,
inibidores ou ativadores endogenos que diminuiriam a quantidade de calcio requerida para
ativagao (revisto GOLL et al., 2003).

A existéncia de calpainas e proteinas relacionadas as calpainas numa ampla
variedade de organismos sugere uma funcdo basica e essencial em eventos fisiologicos
celulares, tais como remodelagdo do citoesqueleto, modificagdo proteolitica de moléculas
em eventos de sinalizacdo celular, regulacio da expressdo génica e degradagdo de
substratos em eventos apoptoticos e regulacao do ciclo celular. As calpainas desempenham
um papel mais importante no processamento de substratos, ativando-os através da remog¢ao
de dominios auto-inibitérios, do que na degradacdo completa das proteinas (revisto por
CARAFOLI & MOLINARI, 1998; GOLL et al., 2003).

Algumas doengas estdo intimamente relacionadas com a agdo destas enzimas, como
por exemplo, o mal de Alzheimer, que ¢ uma doenca com a qual as calpainas classicas t€ém
sido associadas. Estas calpainas estdo envolvidas em eventos moleculares que conduzem a
hiperfosforilagdo de tau, a principal proteina encontrada nos arranjos fibrilares (NFTs) em
pacientes com Alzheimer (HIGUCHI et al., 2005). Além disso, a atividade proteolitica das
calpainas sobre a tau e outras proteinas de neurofilamentos esta relacionada com a morte
celular por necrose observada em Alzheimer (PARK & FERREIRA, 2005). O aumento no
nivel de marcadores da atividade de calpainas in vivo, como os gerados pela clivagem da
all-espectrina, abundantes em neuronios, t€ém sido observado em condi¢des de injurias
hipéxicas e isquémicas do cérebro, coracdo e pulmdes (VANDERKLISH, 2000). Na
doenca de Huntington, foi identificada a ag¢do de calpainas, além da participacdo de
proteassomas e caspases. Neste caso, a a¢do das calpainas gerou fragmentos protéicos
toxicos que levaram a danos neuronais (GAFNI & ELLERBY, 2002). Outras doencas
também estdo relacionadas com a atividade de calpainas como o mal de Parkinson

(MISHIZEN-EBERZ et al., 2005), injarias na medula espinhal (RAY et al., 2003),
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cataratas em humanos (BISWAS, 2005) e mal de Duchene (revisto por GOLL et al., 2003).
Sendo assim, a participac¢do das calpainas em diferentes eventos celulares, o envolvimento
em diversas doencas humanas, as caracteristicas moleculares e o mecanismo de a¢do destas
enzimas fazem com que estas se tornem interessantes alvos para o desenvolvimento de
drogas.

A descoberta de homologos destas proteinas em outros organismos ¢ a facilidade de
determinagdo de suas fungdes por manipulagdes genéticas permitiu um avango significativo
no estudo das calpainas. Através dessas analises, foi demonstrado que o gene Tra-3 estd
envolvido na cascata de determinagdo do sexo em Caenorhabditis elegans. Em Drosophila
melanogaster, a proteina Sol estd envolvida com o desenvolvimento do sistema nervoso,
uma vez que o gene SOl defectivo leva a uma degeneragao especifica nos lobos oticos,
resultando numa reducdo do tamanho dos lobos 6ticos e na auséncia de certas classes de
neurénios. A adaptagdo a ambientes alcalinos no fungo Aspergillus nidulans requer
atividade da proteina PalB, que ¢ homologa a superfamilia das calpainas (revisto por
SORIMACHI, ISHIURA & SUZUKI, 1997, revisto por SAEZ et al., 2006). Nos parasitos
Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii, agentes causadores da malaria e
toxoplasmose, respectivamente, foi observada a utilizacdo de calpainas de células
hospedeiras para facilitar o escape do vactolo parasitoforo e/ou membrana plasmatica
hospedeira. A imunodeplecdo ou a inibicdo da calpaina-1 impediu o escape de P.
falciparum, e uma evasdo eficiente de T. gondii de fibroblastos de mamiferos foi bloqueada
pela supressao ou delegdo genética da atividade de calpainas (CHANDRAMOHANADAS
etal., 2009).

6.1. Calpainas em tripanossomatideos

O primeiro relato de atividade proteolitica relacionada com calpainas em
tripanossomatideos ocorreu no género Leishmania, onde uma cisteina peptidase dependente
de calcio foi detectada nas formas promastigotas de L. donovani. A enzima foi denominada
caldonopaina devido a sua similaridade com a familia das calpainas, embora a reagdo
cruzada ou homologia com genes de outras calpainas ndo tenha sido determinada

(BHATTACHARYA, DEY & DATTA, 1993). Posteriormente foi demonstrado que a
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atividade da caldonopaina facilitaria a invasdao de macrofagos por L. donovani (DEY,
BHATTACHARYA & DATTA, 2006).

No género Trypanosoma, através de seqlienciamento genético foi descoberta em T.
brucei, uma proteina associada ao citoesqueleto (CAP 5.5) que apresentou similaridade
com a regido catalitica das calpainas, entretanto, ndo foi verificado se a proteina
apresentava atividade enzimatica (HERTZ-FOWLER, ERSFELD & GULL, 2001). No
grupo dos monoxénicos, foi descrita a purificacdo de uma cisteina peptidase extracelular de
uma cepa apossimbiotica de C. deanei que apresentou uma banda de aproximadamente 80
kDa, que foi completamente inibida por E-64 ¢ EGTA, apresentando assim caracteristicas
semelhantes a familia das calpainas (D’AVILA-LEVY et al., 2003b).

A andlise da seqiiéncia de seis clones gendmicos demonstrou a existéncia de
diferencas na expressdo de genes em cepas de L. donovani isoladas de pacientes que
haviam desenvolvido calazar e leishmaniose dérmica pds-calazar (PKDL). A expressao foi
aproximadamente duas vezes maior de genes relacionados com moléculas importantes nos
parasitos encontrados nos pacientes PKDL quando comparada com pacientes que
apresentavam o quadro original de leishmaniose visceral. Dentre estas moléculas estdo
incluidas a gp63, gp46 e uma proteina tipo calpaina. A proteina tipo calpaina identificada
neste estudo ¢ um polipeptideo curto de aproximadamente 14 kDa similar ao encontrado
em T. brucei (CAB95480) (SALOTRA et al., 2006). VERGNES e colaboradores (2007)
demonstraram que em cepas de L. donovani resistentes a antimoniais pentavalentes ocorria
uma expressao diferenciada de algumas proteinas e 0 mecanismo de apoptose apresentava-
se modificado. Neste trabalho, foi reportado que duas proteinas, a HSP83 e uma proteina
relacionada com as calpainas (SKCRP-14.1) estavam intimamente relacionadas com o
fenotipo de resisténcia a apoptose induzida pelos antimoniais. A proteina HSPS83
aumentava a resisténcia as drogas utilizadas e reduzia a ativagao do mecanismo de apoptose
por interféncia no potencial da membrana mitocondrial. Por outro lado, a proteina SKCRP-
14.1 protegia contra o mecanismo de apoptose induzido pela miltefosina.

Em cepas de T. cruzi resistentes ao benzonidazol foi identificada a presenca de
proteinas tipo calpainas (ANDRADE et al., 2008). GIESE e colaboradores (2008) clonaram
um gene pertencente a familia das calpainas em T. cruzi, denominado TCCALPx11, que

correspondia a uma proteina hipotética de 80 kDa (XP_816697.1) especifica das formas
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epimastigotas, submetidas ao estresse nutricional que precede a metaciclogénese. Nenhuma
atividade proteolitica foi identificada para a proteina de 80 kDa em T. cruzi, e a sua
expressao diferenciada sugeria que a proteina poderia exercer um papel na resposta ao
estresse e/ou na transducdo de sinal. Recentemente, PEREIRA e colaboradores (2009)
demonstraram a presenga de uma proteina similar a calpaina de Drosophila melanogaster
em promastigotas de Herpetomonas samuelpessoai, a qual era modulada ao longo do
processo de diferenciagdo celular neste tripanossomatideo monoxénico. Em um trabalho
publicado por nosso grupo (SANGENITO et al., 2009) foi demonstrada a existéncia de
moléculas similares as calpainas em formas epimastigotas da cepa Dm28c de T. cruzi,
localizadas majoritariamente em compartimentos intracelulares. Nesse trabalho, cepas de T.
cruzi recém-isoladas de camundongos apresentaram maior expressdo de proteinas similares
a calpainas quando comparada a uma cepa passada axenicamente ao longo de varios anos,
sugerindo uma possivel associagdo destas moléculas com a patogenicidade em T. cruzi. O
inibidor III de calpainas (MDL28170) foi capaz de reduzir significativamente a taxa de
multiplicagdo das formas epimastigotas de T. cruzi apos 48 h de incubag@o. Sendo assim,
uma melhor caracterizagdo das calpainas em tripanossomatideos monoxénicos e
heteroxénicos poderd ajudar a determinar as fung¢des destas moléculas na familia

Trypanosomatidae.

7. Inibidores Proteoliticos

As peptidases estdo envolvidas na regulacdo de uma grande variedade de processos
fisiologicos essenciais nos seres humanos, por participarem de uma seqiiéncia
extremamente regulada e orquestrada de eventos denominados de cascata proteolitica.
Como exemplos, as peptidases estdo envolvidas em eventos como a coagulagdo sangiiinea,
a apoptose mediada por caspases, a cascata de reacao das metalopeptidases de matriz
(MMP) e a cascata do sistema complemento. Entretanto, a ativacdo desregulada das
peptidases nestes eventos pode levar a graves patologias. Desta forma, as industrias
farmacéuticas e a comunidade cientifica tém estudado as peptidases visando o
desenvolvimento de drogas efetivas para o tratamento destas patologias (revisto por

AMOUR et al., 2004).
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Além disso, as peptidases sdo fatores de viruléncia cruciais em um grande nimero
de microrganismos, portanto, os inibidores proteoliticos tém sido explorados no controle e
prevencdo de infecgdes (MCKERROW et al.,, 1993; ABAD-ZAPATERO et al., 1996;
PORTER & SCULLY, 1998; RAO et al., 1998; MUNRO & HUBE, 2002; VERMELHO et
al., 2007). Nos tripanossomatideos, as cisteina peptidases recebem maior atengdo como
alvo para o desenvolvimento de novos quimioterapicos. Particularmente, esta classe
enzimatica foi escolhida porque possui atividade proteolitica proeminente nos parasitos e
possui atividade estagio-especifica. Estudos com mutantes ou com inibidores de cisteina
peptidases revelaram que estas enzimas estdo envolvidas com a viruléncia dos parasitos,
através da modulagdo da resposta imune do hospedeiro, diferenciagdo do parasito, invasao
das células hospedeiras e sobrevivéncia (revisto por MOTTRAM, BROOKS & COOMBS,
1998; VERMELHO et al., 2007).

Um inibidor de cisteina peptidase conhecido como K777, que ¢ uma vinil sulfona,
tem sido utilizado no tratamento da infec¢do causada por T. cruzi em culturas de células e
em modelos de camundongos que apresentavam Doenca de Chagas, com resultados
promissores. Além disso, este inibidor pode ser administrado por via oral, e estudos
toxicologicos mostraram que ¢ significantemente seguro para uma terapia (ENGEL et al,
1998). O inibidor K777 apresentou também uma alta eficacia no tratamento de Doenga de
Chagas em cachorros da raga Beagle (BARR et al, 2005).

Os inibidores proteoliticos podem ter efeito terapéutico seletivo em doengas de
origem microbiana (SELZER et al., 1999). Apesar de existir uma relativa homologia entre
as enzimas proteoliticas encontradas em tripanossomatideos e em mamiferos (BARRETT et
al., 1999), as células do hospedeiro apresentam redundancia de genes codificando atividade
proteolitica, o que ndo ocorre nos parasitos, que aparentemente concentram o inibidor no
seu citoplasma (SELZER et al., 1999). Além disso, algumas das propriedades das
peptidases dos tripanossomatideos diferem significativamente das peptidases homologas de
mamiferos, o que facilita a busca por inibidores seletivos (revisto por SAJID &
MCKERROW, 2002). Portanto, inibidores de atividade proteolitica podem ser uma
alternativa a terapia tradicional em doengas causadas por protozoarios.

Em calpainas, o aumento desregulado de diversos membros desta familia estd

associado a um amplo espectro de doengas e processos bioldgicos, razdo pela qual este
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grupo de peptidases apresenta importante potencial terapéutico. Um grande esforco tem
sido realizado no campo da pesquisa, a fim de desenvolver meios para a identificagdo de
inibidores de calpainas que sejam potentes e seletivos, uma vez que muitos destes
inibidores atuam também inibindo outras cisteinas peptidases, além de serina peptidases e
proteassomas (revisto por SAEZ et al., 2006). Os inibidores de calpainas conhecidos como
sintéticos podem ser divididos em dois grupos: os peptidicos e os nao-peptidicos e, quanto
ao mecanismo de agdo, podem ser classificados como inibidores reversiveis ou irreversiveis
(DONKOR, 2000; CARRAGHER, 2006). O inibidor de calpainas MDL28170 (Z-Val-Phe-
CHO), também conhecido como inibidor III de calpainas, utilizado neste estudo apresenta

um mecanismo de acdo reversivel e a sua estrutura quimica estd representada na figura 9.

Figura 9. Estrutura quimica do inibidor de calpainas MDL28170
(MEROPS- The peptidase database)

As doencas neurodegenerativas compreendem um importante grupo onde os
inibidores de calpainas tém sido extensivamente estudados. Em modelos animais, alguns
destes compostos t€ém impedido a morte neuronal, restabelecendo as fungdes neurologicas e
melhorando os distirbios motores causados por danos na medula espinhal (RAY, 2003).
Além disso, tem sido descritos no tratamento de distrofia muscular (LESCOP et al., 2005),
mal de Alzheimer (HIGUCHI et al., 2005), danos traumaticos no cérebro e degeneragdo do
nervo optico (SAATMAN et al., 1996; ARAUJO COUTO et al., 2004). Embora os efeitos
neuroprotetores dos inibidores de calpainas estarem bem estabelecidos, sua utilizagdo em
doengas humanas cronicas ¢ limitado, devido a sua inabilidade de atravessar a barreira

hematoencefalica. Neste caso, ¢ reportado que a fusdo dos inibidores de calpainas com
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moléculas transportadoras especificas pode ajudar na transposi¢ao desta barreira e permitir
0 acesso ao sistema nervoso central (STRACHER et al., 2006).

Além disso, esses inibidores sdo uma alternativa promissora para o tratamento da
sindrome respiratoria aguda associada ao coronavirus (SARSCoV) (BARNARD et al.,
2004), adenovirus (COTTEN & WEBER, 1995) e parecem ser efetivos na inibi¢do da
ativacdo do HIV em células latentes (TERANISHI et al., 2003). Estas razoes explicam a
existéncia de numerosos grupos de pesquisa devotados ao estudo das calpainas e ao
desenvolvimento de inibidores proteoliticos com aplicagdo terapéutica. Portanto, a
caracterizacdo de calpainas em tripanossomatideos e a determinacdo de suas fungdes
podem permitir o emprego de inibidores destas moléculas no tratamento das doengas

causadas por estes parasitos.
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IT) OBJETIVOS

Parte 1: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis

» Avaliar a taxa de proliferacdo das formas promastigotas de L. amazonensis;
» Avaliar a morfologia e a ultraestrutura dos promastigotas de L. amazonensis;
» Detectar a externalizag¢ao de fosfatidilserina;

» Analisar o ciclo celular de L. amazonensis;

» Verificar a existéncia de fragmentacdo do DNA;

Parte 2: Avaliacido dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a interacio

de L. amazonensis com macrofagos peritoneais de camundongos

» Analisar os efeitos do inibidor no processo de interacdo de L. amazonensis com

macréfagos (Pré-tratamento);

» Analisar os efeitos do inibidor apds o estabelecimento da infeccdo dos macrofagos por

L. amazonensis (Pos-tratamento);

» Verificar a produgdo de 6xido nitrico e espécies reativas de oxigénio (ROS).

Parte 3: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas infectivas, recém isoladas de camundongos, de L. amazonensis
» Verificar a agdo do inibidor sobre a taxa de multiplicagdo;
» Avaliar os efeitos do inibidor sobre a expressdo de peptidases;

» Avaliar as possiveis diferengas nos niveis de expressdo de moléculas similares a

calpainas em formas promastigotas recém-isoladas apds diferentes passagens in vitro.
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III) MATERIAL E METODOS

Parte 1: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis

3.1. Microrganismos

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis, cepa Josefa
(WHOM/BR/75/Josefa), foram gentilmente cedidas pela Prof* Elvira Saraiva
(Departamento de Imunologia, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes, UFRJ).

3.2. Condig¢oes de Cultivo

Os parasitos foram mantidos através de repiques semanais em meio Schneider
(Schneider Insect Medium — Sigma) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino

(SFB) e acrescido de gentamicina (40 pg/ml) a temperatura de 26°C.

3.3. Efeitos do inibidor de calpainas MDIL.28170 sobre a taxa de proliferaciao das

formas promastigotas de L. amazonensis

Formas promastigotas de L. amazonensis foram contadas utilizando a cidmara de
Neubauer e ressuspensas em meio Schneider fresco a uma concentragio final de 1,0 x 10°
células viaveis/ml. O inibidor de calpainas foi adicionado as culturas em concentragdes
finais de 15, 20, 25 e 30 uM (partindo de uma solugdo estoque a 5 mM em DMSO). A
diluicdo de DMSO correspondente a utilizada para preparar a maior concentracdo do
inibidor foi usada como controle. Apds 24, 48, 72 ¢ 96 h de incubagdo a 26°C, o nimero de
parasitos viaveis foi quantificado por contagem em camara de Neubauer. A viabilidade foi
verificada pela motilidade e exclusdo do corante vital azul de tripan. Alternativamente, os
parasitos crescidos por 72 h na auséncia ou na presenga do inibidor de calpainas foram
lavados 5 (cinco) vezes em PBS (NaCl 150 mM; Tampao Fosfato 20 mM, pH 7,2) e
ressuspensos em meio Schneider fresco na auséncia do inibidor. Apos 72 h de incubagao a
26°C, foi avaliado se o efeito induzido pelo inibidor foi leishmanicida ou leishmanistatico.

O ICsp, que se refere a concentragdo da droga que causa uma redugdo em 50% da
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sobrevivéncia dos parasitos em comparacao a curva de crescimento controle, foi calculado
através da regressao linear do nimero de promastigotas viaveis versus log da concentracao

da droga utilizando o software Origin Pro 7.5.

3.4. Efeitos do inibidor de calpainas sobre a morfologia celular das formas

promastigotas de L. amazonensis

Analises morfoldgicas foram realizadas nos parasitos ndo tratados e tratados com
diferentes concentracdes do inibidor de calpainas (15, 20, 25 e 30 uM). Promastigotas de L.
amazonensis (1,0 x 10 células) foram incubados na auséncia ou na presenca do inibidor de
calpainas por 48 h, sendo posteriormente lavados e fixados em paraformaldeido 0,4% em
PBS (pH 7,2). Apés 30 min de incubacdo a temperatura ambiente, as células foram
extensivamente lavadas com PBS, aderidas em laminulas de vidro cobertas com poli-L-
lisina, montadas em N-propilgalacto, vedadas com esmalte e analisadas por microscopia

optica. Pelo menos dez campos foram observados para cada sistema.

3.5. Analise Ultraestrutural

As formas promastigotas de L. amazonensis incubadas na presenca ou na auséncia
do inibidor de calpainas a 19 uM (ICsp) e 30 uM (D’AVILA-LEVY et al., 2006¢) por 72 h
foram processadas para microscopia eletronica de transmissao. As células foram fixadas em
formaldeido 4%, glutaraldeido 2,5%, e CaCl, 5 mM em tampao cacodilato 0,1 M (pH 7,2)
por 1 h a temperatura ambiente. Apds a fixagdo, as células foram lavadas no mesmo tampao
e pos-fixadas por 1 h em tetroxido de 6smio 1% e ferrocianeto de potassio 0,8% em tampao
cacodilato. Os promastigotas foram entdo desidratados em concentracdes crescentes de
acetona (50%, 70%, 90% e duas vezes 100%) e incluidos em resina Epon. Foram realizados
cortes ultrafinos, que apos serem acondicionados em grades de cobre de 300 mesh foram
contrastados com acetato de uranila 5% por 30 min e citrato de chumbo por 5 min. A
observagao dos cortes foi realizada ao microscopio eletronico de transmissao FEI Morgagni

F 268 (SOUTO-PADRON et al., 1990).
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3.6. Deteccao da externalizacdo de fosfatidilserina

Promastigotas de L. amazonensis (5 x 10° células) foram incubados ou ndo na
presenca de 19 uM (ICsp) e 30 uM do inibidor de calpainas por 72 h. Posteriormente, os
parasitos foram centrifugados (4500 g / 5 min) e lavados 3x em PBS gelado. As células
foram ressuspensas em 100 pl de tampao (HEPES 10 mM; NaCl 140 mM; CaCl;, 2,5 mM;
pH 7,3) contendo anexina V conjugada a Alexa-fluor na diluicdo de 1:200 e foram
incubadas por 20 min a temperatura ambiente protegido da luz. O volume final (500 pl) foi
completado com tampao de FACS (PBS; 1% BSA; 0,01% azida) contendo iodeto de
propidio (PI) a uma concentra¢do final de 0,5 pg/ml. A intensidade da marcagdo com
anexina V conjugada a Alexa-Fluor foi observada em citometro de fluxo (EPICS ELITE
flow cytometer - Coulter Eletronics, Hialeah, FL, USA) equipado com laser de argonio 15
mW com emissdo a 488 nm e analisada através do software CellQuest. A porcentagem de
células positivas foi calculada para cada histograma. A miltefosina, um conhecido indutor
de apoptose em parasitos do género Leishmania (40 uM por 24 h), foi utilizado como
controle positivo (PARIS et al., 2004).

3.7. Analise do ciclo celular

Promastigotas de L. amazonensis (10 células) tratados ou ndo com o inibidor de
calpainas a 19 pM (ICsg) e 30 uM por 72 h foram centrifugados (4500 g / 5 min) e lavados
2x em PBS. Os sedimentos foram fixados em 1 ml de metanol 70% diluido em PBS e
incubados overnight por 15 h a —20°C. Apo6s a incubagdo, as células foram lavadas 2% em
PBS e ressuspensas em 1 ml de PBS suplementado com PI (10 pg/ml) e RNase A (10
png/ml). Apds 45 min de incubagdo a temperatura ambiente, a intensidade de fluorescéncia
foi mensurada por citometria de fluxo e analisada através do software CellQuest (PARIS et

al., 2004; AMBIT et al., 2008).

3.8. Analise de fragmentacdo do DNA por TUNEL (“Transferase dUTP Nick End
Labeling”)

A andlise da fragmentacdo do DNA em promastigotas de L. amazonensis foi
realizada utilizando-se o kit APO-BrdU™ TUNEL Assay (Invitrogen) e o método de

preparacgao das amostras foi realizado segundo as instrugdes do fabricante.
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Promastigotas (2 x 10° células) incubados ou ndo por 72 h na presenca do inibidor
de calpainas a 19 uM (ICsp) e 30 uM foram lavados e ressuspensos em 100 pl de PBS. Esta
suspensdo de células foi incubada com 1 ml de paraformaldeido 1% diluido em PBS e
mantida no gelo por 15 min. Apos este periodo, as células foram centrifugadas (4500 g / 5
min), lavadas e o sobrenadante foi descartado. Apds, adicionou-se as células 1000 ul de
etanol 70% gelado e estas foram incubadas overnight por 15 h a —20°C. Apds o periodo de
incubagdo, as células foram centrifugadas para a remocao do etanol e, em seguida, foram
ressuspensas em 200 ul de PBS e centrifugadas a 4500 g / 5 min Este procedimento foi
repetido duas vezes. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 10 pl de solucao
para marcagdo de DNA (2 pl de tampao de reagdo; 0,15 pl de TdT [deoxinucleotidil
transferase terminal]; 1,6 pul de BrdU [5-bromo-2’-deoxiuridina-5’-trifosfato] e o volume
final foi completado para 10 pul com 4gua deionizada). A incubagdo foi realizada por 1 h a
37°C em banho-maria. A cada intervalo de 15 min, as células foram agitadas para manté-
las em suspensdo. Ao término da incubagdo, foram adicionados 200 pl de tampao de
enxagiie (Triton X-100 0,1% e BSA 5 mg/ml diluido em PBS) e as células foram
centrifugadas (4500 g) por 5 min. O sobrenadante foi removido e as células foram
ressuspensas em 20 pl de uma solug@o contendo o anticorpo anti-BrdU. As células foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente e, posteriormente, analisadas por citometria

de fluxo.

3.9. Analise de fragmentacido do DNA por eletroforese em gel de agarose

Promastigotas (10° células) tratados ou néo tratados com o inibidor de calpainas a
19 uM (ICsp) e 30 uM foram lisados em tampao (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5; EDTA 5 mM,
SDS 0,5%; NaCl 200 mM; 100 pg/ml pronase E), agitados e incubados por 1 h a 37°C. Em
seguida, foi adicionado ao lisado celular o dobro do volume de etanol absoluto e as
amostras foram homogeneizadas. As amostras foram centrifugadas por 15 min a 14.000 g e
os sobrenadantes foram descartados. O sedimento foi seco a temperatura ambiente e 0 DNA
genomico foi ressuspenso em 200 ul de Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM (pH 7.,5).

A corrida eletroforética foi realizada em gel de agarose preparado a uma
concentragao de 1,2% (p/v) em tampao TAE (Tris HCI 40 mM; EDTA 1 mM, pH 7.9
ajustado com acido acético) por 2 h a 80 V. A quantidade de amostra aplicada no gel foi de

10 uL, acrescida de 1/3 desse volume (aproximadamente 3,3 ul) de solugdo corante para
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eletroforese (glicerol 50%; EDTA 20 mM; azul de bromofenol 0,05%; xileno cianol 0,05%,
pH 7,5). Apo6s a corrida, o gel foi incubado em solucao de brometo de etidio (1 pg/ml) por
15 min e em agua destilada pelo mesmo tempo. A visualizacdo foi realizada utilizando luz

ultravioleta.

» Parte 2: Analise dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a interacio

de L. amazonensis com macrofagos peritoneais de camundongos

3.10. Obtencao de macrofagos peritoneais de camundongos

Camundongos da linhagem BALB/c, com aproximadamente 3 meses de idade e
fémeas, foram previamente estimulados com injecdo intraperitoneal de tioglicolato 3%.
Apbs 4 dias, os macrofagos foram obtidos através da lavagem da cavidade peritoneal de
utilizando-se PBS estéril (pH 7,2). Os macrofagos peritoneais (5x10° células) foram
plaqueados em laminulas de vidro de 13 mm de didmetro em placa de 24 pocos. Para
aderéncia das células, as placas foram incubadas por 1 h a 37°C em uma atmosfera de 5%
de CO; e, posteriormente, os macrofagos foram lavados com PBS a 37°C para remogao das

células ndo-aderidas.

3.11. Efeitos do inibidor de calpainas durante o processo de interacio de L.

amazonensis com macrofagos peritoneais (Pré-tratamento)

Formas promastigotas de L. amazonensis foram pré-incubadas por 1 h a temperatura
ambiente na presenga de diferentes concentragdes do inibidor de calpainas (15, 19 e 30
uM). Apos este periodo, a viabilidade das células foi determinada utilizando-se o ensaio de
MTT, onde a conversdo de (bromidrato de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio)
em formazan por enzimas mitocondriais serve como indicador de viabilidade celular e a
quantidade de formazan produzida ¢ diretamente proporcional ao nimero de células
metabolicamente ativas (DUTTA et al., 2005). As concentra¢des do inibidor de calpainas
capazes de manter 90% do nimero de parasitos vidveis, em relacdo ao controle, foram
utilizadas no ensaio de interacdo. Os parasitos na fase estacionaria de crescimento foram
entdo pré-tratados por 1 h na presenga do inibidor de calpainas (15, 19 e 30 uM) e, apos

serem lavados, foram incubados com macrofagos peritoneais na propor¢ao protozoario:
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célula hospedeira de 5:1. A interagéo foi realizada por 1 h a 37°C em atmosfera de 5% CO,
em meio DMEM suplementado com 2% de SFB. Apds este periodo, os protozoarios nado-
aderidos foram removidos por lavagens sucessivas em PBS. As células foram
imediatamente fixadas em metanol absoluto, coradas com Giemsa 36% por 40 min e
desidratadas em solugdes de acetona progressivamente substituidas por xilol. A
porcentagem de macrofagos infectados foi determinada pela contagem aleatoria de pelo
menos 200 células em cada laminula da duplicata. O indice de associag@o foi calculado
multiplicando a porcentagem de macrofagos infectados pelo nimero de amastigotas por

macrofagos infectados (SANTOS et al., 2009).

3.12. Ensaio de viabilidade dos macroéfagos

O efeito do inibidor de calpainas sobre a viabilidade de macréfagos peritoneais foi
avaliada por ensaio de exclusdo do corante vital azul de tripan. Os macréfagos foram
plaqueados na proporcdo de 5 x 10° células/ pogo e incubados na presenca e na auséncia de
diferentes concentragdes do inibidor de calpainas e com DMSO (diluente do inibidor)
referente a maior concentracdo utilizada no experimento. Apds 24, 48 e 72 h, as células
foram tripsinizadas e contadas em cdmara de Neubauer utilizando-se o corante vital azul de

tripan. Foram quantificadas as células vivas e as células mortas.

3.13. Efeitos do inibidor de calpainas ap6s o estabelecimento da infec¢do por L.

amazonensis em macrofagos peritoneais (Pos-tratamento)

Para verificar a acao do inibidor de calpainas apds o estabelecimento da infecgao, os
macrofagos peritoneais foram infectados com promastigotas de L. amazonensis na fase
estacionaria de crescimento a uma propor¢ao de 5:1 (parasitos/macréfago) e incubados por
1 ha37°C, 5% CO; em meio DMEM suplementado com 2% de SFB. Os parasitos livres
foram removidos por lavagens sucessivas com PBS (pH 7,2) a 37°C e o inibidor de
calpainas foi adicionado as culturas nas concentragdes de 15, 19 e 30 uM. Apos 24, 48 e 72
h de incubacao, as células foram lavadas com PBS 37°C, fixadas ¢ coradas como descrito
no item 3.8. O niimero de amastigotas e a porcentagem de macrofagos infectados foram

determinados por contagem de pelo menos 200 células em duplicatas das culturas.
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3.14. Producio de o6xido nitrico

Os sobrenadantes das interagdes descritas nos nos itens 3.8 e¢ 3.10 foram coletados
apos 48 h para determinagdo da producgdo de 6xido nitrico pela reagdao de Griess (SOARES
et al., 2007). A reacao foi lida a 540 nm ¢ a concentragdo de NO, ~ determinada utilizando-
se como referéncia a curva padrdo de nitrito de sddio. Os resultados foram expressos em
concentracdo micromolar de nitrito. Alternativamente, foram realizados sistemas controle
onde os macréfagos peritoneais foram incubados apenas na presenca do inibidor de
calpainas (15, 19 e 30 uM), na presenga de DMSO (veiculo do inibidor) ou na presenga de
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli (20 ng/ml).

3.15. Producgio de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para verificar a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por macréfagos
peritoneais, foi utilizada uma sonda nao-fluorescente (H,DCFDA), que ¢ convertida para
fluorescente por radicais livres ap6s a formacdo de diclorofluoresceina (DUTTA et al.,
2007b). Os macrofagos peritoneais foram infectados com promastigotas de L. amazonensis
na fase estaciondria de crescimento a uma propor¢ao de 5:1 (parasitos/macrdfago) e
incubados por 1 h a 37°C, 5% CO, em meio DMEM suplementado com 2% de SFB. Os
parasitos livres foram removidos por lavagens com PBS (pH 7,2) a 37°C e o inibidor de
calpainas foi adicionado as culturas nas concentragdes de 15, 19 ¢ 30 uM. Apds 24 h, as
células foram lavadas 2% com PBS e tripsinizadas por 5 min a 37°C em atmosfera de 5%
CO,. As células tripsinizadas foram adicionadas a 300 pl de meio DMEM suplementado
com SFB 10% e centrifugadas a 1800 g por 6 min. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado, as células foram lavadas com PBS gelado e incubadas com 100 pl da sonda
(H,DCFDA) na propor¢ao de 1:1000. Ap6s 30 min de incubagdo a 37°C em banho-maria, o
volume final foi aumentado para 500 pl com adi¢do de PBS e as células foram novamente
centrifugadas e incubadas em banho-maria a 37°C em 300 pl de meio DMEM
suplementado com 10% de SFB. Em seguida, as células foram centrifugadas, os
sobrenadantes descartados e o volume final foi elevado para 300 pl com tampao de FACS
(PBS, 1% BSA, 0,01% azida). Para detec¢do das espécies reativas de oxigénio, as células

foram analisadas por citometria de fluxo.
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Parte 3: Analise dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas infectivas de L. amazonensis

3.16. Manutencao e obtencao das formas infectivas

As cepas de L. amazonensis foram mantidas através da inoculagdo em patas de
fémeas de camundongos da linhagem BALB/c para manutencdo da infectividade. Esta
manutengao foi realizada através de injegdes subcutaneas nas patas traseiras de cada fémea
contendo o inéculo de 1 x 107 parasitos na fase estacionaria, devidamente lavados e
ressuspensos em PBS estéril. A cada 15 dias, com o auxilio de um paquimetro, o tamanho
da pata foi aferido para o controle da infec¢do. Apds estabelecimento da infecg¢do (cerca de
3 meses), os animais foram sacrificados para retirada das patas infectadas. Os tecidos
obtidos a partir das patas foram macerados em meio DMEM acrescido de 10% de SFB ¢
antibidticos (estreptomicina, 40ug/ml, e ceftazidina, 35 pg/ml). Este macerado foi
peneirado e adionado a garrafas de cultura contendo meio Schneider suplementado com
20% de SFB. Estas garrafas de cultura foram mantidas a 26°C durante 72 h para

diferenciacdo e crescimento dos parasitos.

3.17. Anailise do efeito do inibidor de calpainas sobre a taxa de multiplicacido de

formas promastigotas infectivas de L. amazonensis

O efeito do inibidor de calpainas foi analisado sobre a taxa de multiplicacdo de formas
promastigotas infectivas de L. amazonensis. Os promastigotas foram contados em camara
de Neubauer e ressuspensos em meio Schneider fresco a uma concentragdo final de 10°
parasitos/ml. O inibidor de calpainas foi adicionado a cultura em concentragdes finais que
variaram de 2,5 a 30 pM. DMSO (utilizado na maior dilui¢do do inibidor) foi utilizado
como controle. Apds 24, 48, 72 e 96 h de incubagdo a 26°C, o nimero de promastigotas
viaveis foi quantificado por contagem dos parasitos em camara de Neubauer. A viabilidade
foi avaliada através da motilidade e exclusdo do corante vital azul de tripan (SANTOS et
al., 2009). O ICs, que se refere a concentragdo da droga que causa uma redugdo em 50%
da sobrevivéncia dos parasitos em comparacdo a curva de crescimento controle, foi
calculado através da regressdo linear do nimero de promastigotas viaveis versus log da

concentracao da droga utilizando o software Origin Pro 7.5.
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3.18. Efeitos do inibidor de calpainas sobre a expressao de peptidases

Promastigotas de L. amazonensis (5 x 10° células/ml) incubados na presen¢a ou na
auséncia do inibidor de calpainas a 19 uM (ICsp) e 30 uM por 24 e 48 h foram lavados e fixados
durante 30 min a temperatura ambiente em paraformaldeido 0,04% diluido em PBS. Apos
fixacdo, as células foram lavadas trés vezes em PBS gelado. Os parasitos fixados foram
analisados por microscopia Optica para observacdo da integridade morfoldgica. Os parasitos
foram entdo incubados por 1 h com os anticorpos primarios policlonais anti-Dm-calpaina
(reativo contra a regido C-terminal da calpaina de Drosophila melanogaster expressa em E. coli
— cedido pelo Dr. Yasufumi Emori, Departamento de Biofisica e Bioquimica, Faculdade de
Ciéncias, Universidade de Toquio, Japao) (Emori & Saigo, 1994), anti-cpb de L. mexicana
(reativo contra cisteina peptidase b de L. mexicana — cedido pela Dra. Mary Wilson,
Departamento de Medicina, Bioquimica, Microbiologia e Epidemiologia, Programa em Biologia
Molecular, Universidade de Iowa, USA) e anti-gp63 (reativo contra gp63 recombinante de L.
mexicana — cedido pelo Dr. Kwang-Poo Chang, Universidade de Ciéncias da Satude, Chicago
Medical School, USA), diluidos 1:500. Apos este periodo, as células foram lavadas
extensivamente em PBS e incubadas com o anticorpo secundario (IgG) conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) na diluigdo de 1:250. Finalmente, as células foram lavadas
e examinadas por citometria de fluxo. Células ndo tratadas e tratadas somente com o anticorpo

secundario foram utilizadas como controles negativos.

3.19. Anailise da diferenca na expressao de moléculas similares a calpainas em formas

promastigotas recém-isoladas e apos diferentes passagens in vitro

A determinagdo da diferenca nos niveis de expressdo de moléculas similares as
calpainas foi verificada em promastigotas de L. amazonensis recém-isoladas dos tecidos
das patas de fémeas de camundongos infectadas e apos sucessivas passagens in vitro (5
passagens). Os parasitos foram lavados e fixados durante 30 min a temperatura ambiente
em paraformaldeido 0,04% diluido em PBS. Apoés fixagdo, as células foram lavadas trés
vezes em PBS gelado. Os parasitos foram entdo incubados por 1 h com o anticorpo
primario anti-Dm-calpaina na diluicdo de 1:500 e por 1 h adicional na presenga do

anticorpo secundario conjugado a FITC na dilui¢do de 1:250. As células foram lavadas e
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analisadas por citometria de fluxo. O controle ¢ representativo e refere-se a cepa recém-

isolada e as cepas apo6s as diferentes passagens (n=5).

3.20. Analises estatisticas

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste t de Student usando o
programa GraphPad Prism 3. Os valores de P menores ou iguais a 0,05 foram considerados

significativos.
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IV) RESULTADOS

»> Parte 1: Avaliacio dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis.

4.1. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a taxa de proliferacio de L.

amazonensis

Com o objetivo de avaliar os efeitos do inibidor de calpainas sobre a taxa de
proliferagdo das formas promastigotas de L. amazonensis, o MDL28170 foi adicionado as
culturas nas diferentes concentra¢des (variando de 15 a 30 uM) e o crescimento celular in
vitro foi monitorado por 4 dias. Os resultados demonstraram que o inibidor de calpainas foi
capaz de reduzir o crescimento das formas promastigotas de L. amazonensis de maneira
dose-dependente (Figura 10). O inibidor na concentracdo de 30 uM induziu uma drastica
reducdo na proliferagdo celular, com o decréscimo de 38%, 90%, 94% e 95% apods 24, 48,
72 e 96 h, respectivamente. As menores concentragdes do inibidor (15 e 20 puM)
apresentaram efeitos inibitorios significativos somente apos 72-96 h de crescimento (Figura
10). O DMSO (referente a maior concentragdo utilizada do inibidor) ndo apresentou
nenhum efeito significativo sobre a taxa de crescimento dos parasitos. O ICsy ap6s 72 h foi
de 19 uM. A atividade antileishmania observada nos experimentos de proliferagcdo foi
irreversivel (dados nao mostrados). Os promastigotas que foram cultivados por 72 h na
presenca do inibidor de calpainas a 30 uM nao foram capazes de restabelecer o seu

crescimento em meio Schneider fresco na auséncia do inibidor.
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Figura 10. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a taxa de proliferacdo de L. amazonensis.
A taxa de proliferagdo de L. amazonensis foi monitorada quando os parasitos foram cultivados a 26°C na
auséncia (controle), na presenca de MDL28170 nas concentragdes que variaram de 15 a 30 pM ou na
presenca do DMSO (solvente do inibidor). O inibidor de calpainas foi adicionado as culturas no dia 0 (zero)
e as células foram contadas diariamente em cdmara de Neubauer utilizando o corante vital azul de tripan. Os
resultados mostrados no grafico representam a média de trés experimentos independentes realizados em

triplicata. As barras representam o desvio padrao.
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4.2. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a morfologia das formas

promastigotas de L. amazonensis

Corroborando com os resultados observados nos ensaios de proliferacdo, as imagens
de microscopia Optica das formas promastigotas de L. amazonensis tratadas com o inibidor
de calpainas a 30 uM por 72 h demonstraram intensa deterioragdo e lise dos parasitos
(Figura 11, e-f). As células nao-tratadas (Figura 11, a) ou tratadas apenas com DMSO
(Figura 11, b) ndo apresentaram alteracdes na morfologia. Os parasitos tratados com as
menores concentracdes do inibidor de calpainas apresentaram alteragdo na forma do corpo
celular, apresentando-se arredondado, bem como alteragdo no volume celular (Figura 11 c-
d). Durante o processo de apoptose, promastigotas apresentam uma forma celular
arredondada com condensagdo nuclear, caracteristicas estas que sdo acompanhadas de
fragmentacdo nuclear (SEN et al., 2004). As imagens de microscopia optica (Figura 11, c-
d) demonstraram a existéncia de caracteristicas morfoldgicas que siao similares as
observadas como sinais de apoptose. Desta forma, com o objetivo de avaliar se o inibidor
de calpainas era capaz de induzir apoptose nos promastigotas de L. amazonensis, foi feita

analise da ultraestrutura dos parasitos.
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Figura 11. Observagdes microscépicas da morfologia dos promastigotas de L. amazonensis incubados
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na auséncia ou na presenca do inibidor de calpainas MDL28170. Células controle foram cultivadas em
meio Schneider (a), na presenga de DMSO (solvente do inibidor) (b) ou na presenca de 15 uM (c), 20 uM
(d), 25 uM (e) ou 30 uM (f) de MDL28170. A alteragdo do volume celular pode ser observada (c-d) bem

como a lise completa do parasito (e-f). As barras representam 1 pM.
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4.3. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a ultraestrutura de

promastigotas de L. amazonensis

Os efeitos do inibidor de calpainas sobre a ultraestrutura de L. amazonensis, foram
avaliados por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Foi realizada uma comparagao
entre parasitos nao-tratados ou tratados com o inibidor a 19 uM (concentracao referente ao
ICsp para promastigotas — D’AVILA-LEVY et al., 2006¢). As fotomicrografias das formas
promastigotas mostradas na Figura 12 ilustram os parasitos com altera¢des ultraestruturais
ap6s 72 h de incubagdo com o inibidor MDL28170.

Em promastigotas ndo-tratados com o inibidor, ndo foram detectadas alteragdes
ultraestruturais (Figura 12, A): os parasitos demonstraram uma morfologia normal,
apresentando as suas estruturas celulares integras. No entanto, as cé€lulas tratadas com o
inibidor demonstraram uma intensa vacuolizagdo no citoplasma (Figura 12, B). O inibidor
foi capaz também de induzir danos no nucleo das células. Nesse contexto, o nucleo das
células nao-tratadas apresentou a cromatina integra (Figura 12, A), enquanto as células
tratadas apresentaram um perfil de intensa condensagdo da cromatina na periferia da
membrana nuclear, fragmentagdo da cromatina e perda da integridade nuclear (Figura 12,
C). Estas alteragdes ultraestruturais sdo sugestivas de morte celular induzida por apoptose,
corroborando com os resultados observados por microscopia Optica. Com intuito de
confirmar se este mecanismo estava sendo induzido pelo inibidor de calpainas foram
analisados outros fendmenos bioquimicos associados a apoptose. O objetivo destas analises
foi avaliar se outras caracteristicas apresentadas por células em processo de apoptose como
externalizacdo de fosfatidilserina, alteracdo do ciclo celular e fragmentacdo do DNA

nuclear seriam induzidas pelo inibidor de calpainas.
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Figura 12: Alteracdes ultraestruturais em L. amazonensis induzidas pelo tratamento com o inibidor de
calpainas MDL28170. Os parasitos foram incubados na auséncia (A) ou na presenga (B ¢ C) do inibidor de
calpainas MDL28170 (19 uM - ICs, para promastigotas) e a ultraestrutura celular foi observada através de
microscopia eletronica de transmissdo. Os promastigotas ndo-tratados apresentaram a cromatina integra
localizada no centro do nilcleo (A). As células tratadas com o inibidor (B-C) apresentaram intensa
vacuoliza¢do do citoplasma (%*), condensagdo e fragmentagdo da cromatina (setas) e perda da integridade da
membrana nuclear (*). Observe: a, acidocalcisomo; k, cinetoplasto; f, flagelo; m, mitocondria; n, nucleo; nc,

nucléolo. As barras representam 300 nm.
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4.4. Efeito do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a externalizacio de

fosfatidilserina em promastigotas de L. amazonensis

A externalizacdo da fosfatidilserina da membrana plasmatica das células
eucarioticas, originalmente presente na face interna da membrana, ¢ uma alteragdo comum
durante o processo de morte celular por apoptose (METHA & SHAHA, 2004). A anexina
V, uma proteina dependente de Ca®>" que se liga a fosfolipideos de membrana, possui uma
alta afinidade pela fosfatidilserina, sendo rotineiramente utilizada para detectar estes
fosfolipideos em células apoptdticas. No entanto, a anexina V pode marcar também as
células necroéticas, uma vez que estas perdem o controle de seletividade da membrana
citoplasmatica. Sendo assim, faz-se necessario a adi¢ao simultanea do PI, que ndo ¢é capaz
de penetrar em células com a membrana plasmatica intacta, permitindo a distingdo entre
células apoptoéticas e necroticas. As células apoptoticas sdo anexina-positiva e PI-negativa,
as células necrodticas sdo anexina e Pl-positivas e as células vidveis sdo anexina e PI-
negativas.

Para verificar a externalizagao de fosfatidilserina em promastigotas tratadas com o
inibidor a 19 e 30 uM, estas foram co-marcadas com anexina V conjugada a Alexa Fluor
488 e PI, sendo posteriormente analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem de
promastigotas tratadas com 19 e 30 uM do inibidor por 72 h, e que foram positivas somente
para anexina V, foi de 9% e 43,8%, respectivamente (Figura 13, C e D), monstrando ser um
processo dependende da concentragdo do inibidor. A porcentagem de células anexina- e PI-
positivas nestes sistemas foi de 0,4% e 12%, respectivamente, corroborando com os
resultados anteriores que demonstraram um aumento no percentual de células marcadas
apods o aumento da concentragdo do inibidor. Nao foi observada uma diferenga significativa
no numero de células apoptoticas e necrdticas apds o aumento do tempo de incubagdo para
96 h (dados ndo mostrados). O sistema controle (células ndo-tratadas) ou as células tratadas
somente com DMSO (referente a maior concentracao utilizada do inibidor) foram anexina-
e Pl-negativos (Figura 13, A e B). Parasitos tratados por 24 h com miltefosina a 40 uM, um
conhecido indutor de apoptose em Leishmania (PARIS et al., 2004), foram utilizados como
um controle positivo neste experimento. O resultado mostrou que 9,3% das células
apresentavam-se como anexina-positivas e Pl-negativas e 24,2% das células anexina-

positiva e Pl-positivas (Figura 13, E). Estes resultados demonstraram que o inibidor de
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calpainas foi capaz de diminuir a integridade da membrana celular, induzindo a
externalizagdo da fosfatidilserina, caracterizando eventos de apoptose neste tipo celular,

corroborando os dados de microscopia eletronica de transmissao.

58



A 0= 01% go% 00%
= 2
A Controle B DMSO
2] 'é]
g2 g
5 . 2} K.
> 2
- 1023 L 1023
5% Empty 02% 996% Empty 04%
0.0% 04% 056% 120%
2 ]
C MDL 19 uM D MDL 30 uM
2 e
PI £5 5
L 5g ST
| T 2
8] ppad
2
b 1023 ( 1023
90 5% Empty 90% 436% Empty 43
23% 242%
2
E Miltefosina
N 40 uM
o
g
o
2,
2
64 2% 9.3%

v

Anexina V-Alexa Fluor 488

Figura 13: Externalizacio de fosfatidilserina em promastigotas de L. amazonensis tratados com o
inibidor de calpainas MDL28170. As células foram incubadas na auséncia (A) ou na presenga do inibidor de
calpainas (C) e (D) por 72 h. Os promastigotas foram co-marcados com anexina V conjugada a Alexa Fluor
488 e PI, sendo posteriormente analisados por citometria de fluxo. Foram realizados controles utilizando
DMSO (B), diluente do inibidor, ¢ miltefosina (E), um conhecido indutor de apoptose em parasitos do género

Leishmania (40 uM / 24 h).
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4.5. Efeito do inibidor de calpainas MDL28170 sobre o ciclo celular de promastigotas

de L. amazonensis

Visando determinar as alteracdes induzidas pelo inibidor de calpainas sobre o ciclo
celular de L. amazonensis, os parasitos foram tratados ou ndo com o inibidor e incubados
na presenca de PI, sendo posteriormente analisados por citometria de fluxo. A intensidade
da marcagao com PI ¢ correlacionada com a quantidade de DNA e a fragmentacdo do DNA
em células apoptdticas traduz uma baixa intensidade de fluorescéncia (células em fase sub-
Go/G;) quando comparadas com células na fase G; do ciclo celular (NICOLETTI et al.,
1991). O tratamento de promastigotas de L. amazonensis com o inibidor de calpainas nas
concentracdes de 19 e 30 uM por 72 h foi capaz de induzir uma drastica alteragdo no ciclo
celular dos parasitos (Figura 14, C e D). O inibidor induziu a um aumento significativo na
proporcao de células na fase sub-Gy/Gj, com conseqiiente diminuicdo de células nas fases
Go/Gj, S (sintese) e G»/M, quando comparada as células controle que ndo foram expostas
ao inibidor ou expostas somente ao DMSO (Figura 14, A e B). A miltefosina utilizada
como controle positivo nos experimentos foi capaz de induzir a suspensao do ciclo celular,
apresentando um grande nimero de células na fase sub-Go/G; (Figura 14, E). Estes
resultados demonstraram que o inibidor de calpainas foi capaz de interferir no ciclo celular
dos promastigotas tratados induzindo a suspensdao do mesmo. O perfil do ciclo celular
apresentado nos experimentos pode significar eventos tardios de apoptose como a
fragmentacdo internucleossomal do DNA e formagdo de corpos apoptoticos (DUTTA et al.,
2007b). Sendo assim, foram realizadas analises a fim de verificar se o inibidor de calpainas
era capaz de induzir a fragmentacdo do DNA em promastigotas de L. amazonensis. Estas

analises foram realizadas através do ensaio de TUNEL e eletroforese em gel de agarose.
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Figura 14: Analise do ciclo celular de promastigotas de L amazonensis tratados com o inibidor de
calpainas MDL28170. Promastigotas foram incubados na auséncia (A) ou na presenga (C e D) do inibidor de
calpainas por 72 h, fixados em metanol, marcados com PI ¢ analisados por citometria de fluxo. Foram

realizados controles utilizando DMSO (B) e miltefosina (E) (40 uM/ 24 h).
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4.6. Efeito do inibidor de calpainas MDL28170 sobre o perfil de fragmentacio de

DNA em promastigotas de L. amazonensis

4.6.1. Analise por ensaio de TUNEL (“Transferase dUTP Nick End Labeling”)

A apoptose apresenta como uma de suas principais caracteristicas a ativagdo de
endonucleases, que degradam o DNA nuclear em fragmentos de aproximadamente 200
pares de bases (ARENDS, MORRIS & WYLLIE, 1990). A detec¢do da clivagem
internucleossomal do DNA esta entre os fendmenos bioquimicas mais caracteristicos e
inerentes ao processo de apoptose (BORTNER, OLDENBURG & CIDLOWSKI, 1995).
Com a técnica do TUNEL, ¢ possivel quantificar a proporcao de fragmentos de DNA
através da liga¢do de BrdU via TdT. Desta maneira, a quantidade de fragmentos de DNA ¢
diretamente proporcional a fluorescéncia obtida através da incorporagdo de BrdU e
marcagao pelo anticorpo anti-BrdU conjugado a Alexa Fluor 488 (DUTTA et al., 2007b).

O tratamento dos promastigotas de L. amazonensis com o inibidor de calpainas por
72 h nas concentragdes de 19 e 30 uM foi capaz de induzir a fragmentagdo do DNA. Este
perfil pode ser observado na Figura 15, através da incorporacao de BrdU e pelo aumento no
nimero de células marcadas pelo anticorpo anti-BrdU. Os promastigotas tratados com
miltefosina 40 pM apresentaram uma intensa marca¢ao pelo anticorpo anti-BrdU, como
representado na Figura 15. O DMSO ndo foi capaz de induzir fragmentagdo do DNA

(dados nao mostrados).
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Figura 15: Analise por ensaio de TUNEL da fragmentacio de DNA em promastigotas de L.
amazonensis tratados com o inibidor de calpainas MDL28170. Os promastigotas foram incubados na
auséncia (controle) ou na presenga do inibidor de calpainas (MDL 19 uM) e (MDL 30 uM) por 72 h. As
células foram fixadas, marcadas com BrdU na presenga de TdT, incubadas com o anticorpo anti-BrdU
conjugado a Alexa Fluor 488 e analisadas por citometria de fluxo. A miltefosina (40 uM/ 24 h) foi utilizada

como controle positivo.
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4.6.2. Analise por eletroforese em gel de agarose

A fim de verificar o perfil de fragmenta¢do do DNA, foram realizadas analises de
eletroforese em gel de agarose utilizando o DNA total extraido de promastigotas tratados
ou nao-tratados com o inibidor de calpainas. Através desta analise foi possivel verificar a
degradacao do DNA em fragmentos oligonucleossomais (multiplos de 200 pares de base).
Este perfil € tipicamente observado em células apoptdticas de mamiferos (WYLLIE, KERR
& CURRIE, 1980). Nas células tratadas com o inibidor 19 uM (ICsg), ndo foi possivel
observar uma fragmentagdo oligonucleossomal tipica (Figura 16, linha 2). Nas células
tratadas com o inibidor de calpainas a 30 uM e miltefosina a 40 uM, foi possivel observar a
fragmentacdo do DNA em multiplos de 200 pares de bases, perfil caracteristico de apoptose
(Figura 16, linha 3 e linha 4). Nas células ndo-tratadas, utilizadas como controle, nenhuma
fragmentacdo do material genético foi observada (Figura 16, linha 1), bem como o DMSO
ndo foi capaz de induzir fragmentagio do DNA (dados ndao mostrados). Os dados
apresentados corroboram com os resultados anteriores na sustentagdo da hipotese de que o
inibidor de calpainas estaria induzindo a morte celular por apoptose em promastigotas de L.

amazonensis.
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Figura 16: Analise por eletroforese em gel de agarose da fragmentacio de DNA em promastigotas de L.

amazonensis tratados com o inibidor de calpainas MDL28170. O perfil de degradacdo do DNA dos
promastigotas nao tratados (linha 1) ou tratados com o inibidor de calpainas a 19 pM (linha 2) e 30 uM (linha
3) por 72 h ¢ demonstrado no gel. A miltefosina (40 uM/ 24 h) foi utilizada como controle positivo (linha 4).
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Parte 2: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a interacido

de L. amazonensis com macrofagos peritoneais de camundongos

4.7. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a interagdo de L. amazonensis

com macrofagos peritoneais (Pré-tratamento)

Com o objetivo de verificar a acdo do inibidor de calpainas sobre a interacao de L.
amazonensis com macrofagos peritoneais, os parasitos foram pré-tratados com o inibidor
(15,19 € 30 uM) por 1 h a temperatura ambiente. Apos o teste de viabilidade utilizando-se
o ensaio de MTT, foi possivel observar que todas as concentragdes testadas (15, 19 e 30
uM) foram capazes de manter 100% da viabilidade dos parasitos, como demonstrado na
Figura 17, A. A partir deste ensaio, os parasitos foram incubados com as diferentes
concentracdes do inibidor por 1 h, em seguida, lavados e colocados para interagir com os
macrofagos por mais 1 h a 37°C/5%CO,. Apos este periodo, os parasitos ndo-aderidos
foram removidos e as laminulas foram fixadas e coradas com Giemsa. O porcentual do
indice de associagdo dos parasitos com os macrofagos esta representado na Figura 17, B. O
inibidor de calpainas foi capaz de reduzir o indice de associa¢do dos parasitos em 63,79%,
76,13% e 78,67%, nas concentragdes de 15, 19 e 30 puM respectivamente, quando
comparados ao controle ndo tratado. Estes resultados demonstraram, portanto, que o
inibidor de calpainas foi capaz de induzir uma redu¢ao dose-dependente no porcentual do

indice de associacdo dos parasitos com os macréfagos (Figura 17, B).
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Figura 17: Efeitos do pré-tratamento de promastigotas de L. amazonensis com o inibidor de calpainas
MDL28170 durante o processo de interacio com macréfagos peritoneais. (A) Teste de citotoxicidade do
inibidor de calpainas sobre promastigotas de L. amazonensis. Os parasitos (10° células) foram incubados por 1
h a temperatura ambiente com diferentes concentra¢des do inibidor (15, 19 ¢ 30 uM) e posteriormente foram
avaliados quanto a viabilidade através de ensaio utilizando o MTT. (B) Os macréfagos foram infectados com
as formas promastigotas de L. amazonensis pré-tratadas por 1 h a 37°C, as monocamadas foram lavadas,
fixadas e coradas com Giemsa. O indice de associagdo foi determinado pela contagem de pelo menos 200
células de cada duplicata. As barras representam o desvio padrdo e os dados representam a média de trés

experimentos independentes realizados em duplicata. Os resultados foram considerados significativos (P <
0,05).
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4.8. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 apods o estabelecimento da infec¢do

dos macréfagos por L. amazonensis (Pés-tratamento)

Inicialmente, foi testado o efeito isolado do inibidor de calpainas sobre a viabilidade
dos macrofagos peritoneais por ensaio de exclusdo do corante vital azul de tripan. Como
observado na Figura 18, todas as concentragdes testadas (15, 19 e 30 uM) foram capazes de
manter a viabilidade dos macrofagos em niveis similares ao controle ndo-tratado. O DMSO
ndo apresentou nenhum efeito sobre a viabilidade dos macrofagos peritoneais (dados nao
mostrados). A partir deste experimento, entdo, as concentragdes testadas no ensaio de
viabilidade foram utilizadas nos ensaios de interagdo com macrofagos. Os macrofagos
foram previamente infectadas por 1 h com promastigotas de L. amazonensis na fase
estacionaria de crescimento na propor¢ao de 5:1 (parasitos/macrofagos). Apos este periodo,
os promastigotas ndo-aderidos foram removidos por sucessivas lavagens e foram
adicionados as culturas meio DMEM novo acrescido do inibidor de calpainas em diferentes
concentragdes. As culturas permaneceram incubadas a 37°C, 5% CO; por 24, 48 e 72 h e,
apos este periodo, foram fixadas e coradas com Giemsa. Os resultados obtidos estdo
representados nas Figuras 19 (A, B e C). Nas primeiras 24 h de tratamento, foi possivel
observar a redu¢do do numero de macrdéfagos infectados em 32,4, 84,15 e 90,95% nas
concentracdes de 15, 19 e 30 uM, respectivamente, quando comparados ao sistema controle
(Figura 19, A). Apds 48 h de tratamento, a reducdo foi de 64,8, 86,2 e 90% quando
comparada ao controle (Figura 19, B) e com 72 h de incubag¢do com o inibidor, o resultado
foi dréstico, apresentando uma reducao de 82,2% na concentracdo de 15 uM e de 100% nas
concentracdes de 19 e 30 uM, quando comparados ao controle (Figura 19, C). Os
resultados demonstraram que o perfil de reducdo no nimero de macrofagos infectados

ocorreu de maneira dose- e tempo-dependente (Figura 19, A, B e C).
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Figura 18: Teste de citotoxicidade do inibidor de calpainas MDL29170 sobre macrdfagos peritoneais. O
efeito do inibidor sobre a viabilidade dos macrofagos peritoneais foi avaliado por ensaio de exclusdo do
corante vital azul de tripan. Os macrofagos foram incubados na auséncia (controle) e na presenga de
diferentes concentragdes do inibidor (15, 19 e 30 pM). Apds 24, 48 e 72 h, as células foram tripsinizadas e
contadas em cadmara de Neubauer, utilizando-se o corante vital azul de tripan. Foram contadas as células vivas
e as células mortas. As barras representam o desvio padrdo e os dados representam a média de trés

experimentos independentes realizados em duplicata.
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Figura 19: Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre o processo de interacgiio de L. amazonensis
com macro6fagos peritoneais. Os macrofagos foram infectados com promastigotas de L. amazonensis por 1 h
a 37°C. Posteriormente as monocamadas foram lavadas para a remoc¢do dos parasitos ndo-aderidos e o
inibidor de calpainas foi adicionado as culturas nas concentragdes de 15, 19 ¢ 30 uM. Apds 24 h (A), 48 h (B)
e 72 h (C) de tratamento, as monocamadas foram fixadas e coradas com Giemsa. O porcentual de macrofagos
infectados foi determinado através da contagem de pelo menos 200 células de cada duplicata do experimento.
As barras representam o desvio padrdo e os dados representam a média de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. Os resultados foram considerados significativos quando P < 0,05 (Teste t de

Student).
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4.9. Producio de Oxido Nitrico

A producdo de oxido nitrico (NO) ¢ um importante mecanismo utilizado pelos
macrofagos para o controle da infec¢do causada por parasitos do género Leishmania
(SOARES et al., 2007). Para verificar se a redu¢do no porcentual de macréfagos infectados
observada nos experimentos de pos-tratamento foi devido a ativagdo deste mecanismo, a
producao de NO foi quantificada nos sobrenadantes de interacdo. Inicialmente, testamos se
o inibidor de calpainas seria capaz de induzir a producdo de NO em macrofagos (Figura 20,
A). Os resultados demonstraram que apenas a presenga do inibidor nao foi capaz de induzir
a producdo de NO, bem como a presenga do DMSO, utilizado para diluir o inibidor (Figura
20, A). Nos sistemas infectados, os resultados demonstraram que ap6és a incubagdo dos
macrdofagos com as diferentes concentragdes do inibidor (15, 19 e 30 uM), a produgdo de
NO foi semelhante aquela observada nos macrofagos nao-infectados (Figura 20, B). O LPS
foi utilizado como controle positivo da produgdao de NO (Figura 20, A e B). Estes dados
demonstraram que o inibidor de calpainas ndo foi capaz de induzir um aumento na
producdo de NO, sugerindo que o efeito anti-leishmania observado na Figura 19 foi

independente da produgdo de NO.
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Figura 20: Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a produc¢io de o6xido nitrico por

macroéfagos peritoneais infectados ou néo-infectados com L. amazonensis. Os sobrenadantes de culturas

de macrofagos ndo-infectados (A) ou infectados com promastigotas (B) foram coletados apos 48 h de

interacdo e a concentracdo de nitrito foi determinada pela reacdo de Griess, como descrito em material e

métodos. As barras representam o desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em duplicata.
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4.10. Producao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

Os resultados apresentados na figura 20 demonstraram que a producdo de NO,
principal mecanismo apresentado por macrofagos no controle da infec¢do causada por
parasitos do género Leishmania, ndo foi ativada pelo inibidor de calpainas. A fim de
investigar se outro mecanismo de morte celular estaria atuando na diminui¢do dos
amastigotas intracelulares, foram realizadas medidas da produgdo de espécies reativas de
oxigénio. Para esta andlise foi utilizada uma sonda fluorescente (H,DCFDA) capaz de
detectar H,O, e radicais hidroxil. A sonda fluoresce apdés a formacdo de
diclorofluoresceina, sendo assim o aumento da intensidade de fluorescéncia detectada por
citometria de fluxo indica o aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
(DUTTA et al., 2007). Os resultados demonstraram que o inibidor de calpainas ndo foi
capaz de induzir um aumento na producdo de ROS apoés 24 h de incubagdo, como
observado na Figura 21. Quando o tempo de incubag@o foi aumentado para 48 h, o mesmo
perfil de producao foi observado (dados nao mostrados). Os niveis de ROS produzidos nos
sistemas infectados tratados com o inibidor nas diferentes concentragdes (15, 19 e 30 uM)
foram semelhantes aos observados nos sistemas controles (Figura 21). Estes dados
demonstraram que o inibidor ndo foi capaz de ativar a producao de ROS pelos macrofagos

infectados.
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Figura 21: Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a producio de espécies reativas de oxigénio
(ROS) por macrofagos peritoneais infectados ou nao-infectados com L. amazonensis. (A) Os macrofagos
infectados foram tratados ou ndo com o inibidor de calpainas por 24 h. Apds este periodo, as monocamadas
foram tripsinizadas e as células foram incubadas com a sonda H,DCFDA na propor¢do de 1:1000. Apods a
incubacdo, as células foram centrifugadas, os sobrenadantes descartados e o volume final ajustado para 300 pl
com tampao de FACS (PBS, 1% BSA, 0,01% azida). Para a detec¢do das ROS, as amostras foram analisadas
por citometria de fluxo. (B) A média de intensidade de fluorescéncia foi calculada. Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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Parte 3: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas infectivas, recém isoladas de camundongos, de L. amazonensis

4.11. Efeitos do inibidor sobre a taxa de multiplicacio de formas promastigotas

infectivas de L. amazonensis

Com o objetivo de avaliar a a¢do do inibidor de calpainas sobre a proliferacdo de
formas promastigotas de L. amazonensis recém-isoladas de camundongos infectados, o
mesmo foi adicionado as culturas nas concentragdes que variaram de 2,5 a 15 uM e a taxa
de multiplicagdo foi monitorada por 4 dias in vitro. Os ensaios de viabilidade dos parasitos
foram realizados através de contagem em camara de Neubauer utilizando o corante vital
azul de tripan. Os resultados demonstraram que o inibidor foi capaz de reduzir o
crescimento das formas infectivas de maneira dose-dependente (Figura 22). As maiores
concentracdes utilizadas, que corresponderam a 10 e 15 uM, foram capazes de reduzir a
proliferagdo celular com valores estatisticamente significativos (P<0,05). Os dados
apresentados evidenciaram que concentragdes menores do inibidor de calpainas foram
necessarias para reduzir a taxa de multiplicacao das células infectivas, em comparagdo com
formas promastigotas de L. amazonensis mantidas em laboratorio através de culturas
axénicas, para as quais foram necessarias doses bem maiores (superior a 20 pM) do mesmo
inibidor. A comparagao do ICs, entre as cepas infectiva e ndo-infectiva corrobora os dados
anteriores: cepa infectiva, 1Cso igual a 6,3 uM e cepa ndo-infectiva, ICspigual a 19 uM. O
DMSO nao apresentou nenhum efeito sobre o crescimento dos promastigotas infectivos

(Figura 22).
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Figura 22: Efeito do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a taxa de multiplicacdo de formas
promastigotas de L. amazonensis recém-isoladas de camundongos BALB/c. O crescimento dos parasitos
foi realizado a 26°C na auséncia (controle) ou na presenga do inibidor de calpainas em concentragcdes que
variaram de 2,5 a 15 uM. O inibidor foi adicionado as culturas no tempo 0 h e as células foram estimadas
diariamente utilizando o corante vital azul de tripan. O DMSO ndo apresentou efeitos sobre o crescimento dos
promastigotas infectivos. Os dados mostrados representam a média de 3 experimentos independentes
realizados em triplicata. Os dados representados nos boxes apresentaram taxas de proliferagdo

significativamente diferentes do controle (P < 0,05).
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4.12. Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a expressio de peptidases em

formas promastigotas infectivas de L. amazonensis

Visando determinar se o estresse induzido pelo inibidor de calpainas era capaz de
alterar o padrio de expressdo de peptidases (conhecidos fatores de viruléncia em
Leishmania) em formas promastigotas infectivas de L. amazonensis, estas foram incubadas
ou nao na presenga do inibidor de calpainas (19 e 30 uM) por 24 e 48 h. Posteriormente, os
parasitos foram lavados, fixados em paraformaldeido e incubados na presenca dos
anticorpos anti-Dm-calpaina, anti-cpb e anti-gp63. O perfil de expressdo das peptidases ¢
mostrado na Figura 23. As autofluorescéncias apresentadas nos graficos sdo representativas
das células incubadas na auséncia dos anticorpos ou incubadas apenas com o inibidor e
posteriormente com o anticorpo secundario (Figura 23, A, B e C). Quando os parasitos
foram tratados com o inibidor de calpainas por 48 h e posteriormente tratados com o
anticorpo anti-Dm-calpaina, foi possivel observar uma reducdo dose-dependente na
expressao de moléculas com similaridade as calpainas quando comparados com o controle
(Figura 23, A). A reduc@o na expressao de peptidases do tipo cisteina peptidase B (cpb)
também foi observada apds 48 h de incubacdo dos promastigotas na presenga do inibidor
(Figura 23, B) em comparagdo ao controle; porém, neste caso, nao foi observada uma
redugdo dose-dependente. Em relacdo a expressdo de moléculas similares a gp63, foi
observado um aumento na expressao apds 48 h de incubagdo com o inibidor de calpainas,

sendo o aumento de expressao dose-dependente (Figura 23, C).
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Figura 23: Efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a expressido de peptidases em formas
promastigotas infectivas de L. amazonensis. Os promastigotas infectivos de L. amazonensis foram fixados
com paraformaldeido e incubados na auséncia dos anticorpos (autofluorescéncia) ou na presenga dos
anticorpos anti-Dm-calpaina (A), anti-cpb (B) e anti-gp63 (C) na diluicdo de 1:500. As amostras foram
analisadas por citometria de fluxo. Os dados apresentados nos graficos sdo representativos da analise de

10,000 células de experimentos realizados em duplicata.
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Figura 24: Média de Intensidade de Fluorescéncia da expressiao de peptidases em formas promastigotas
infectivas de L. amazonensis tratadas com MDL28170 e incubadas com o anticorpo anti-Dm-calpaina
(A), anti-cpb (B) e anti-gp63 (C). Os dados apresentados nos graficos sdo representativos da analise de

10,000 células de experimentos realizados em duplicata.
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4.13. Avaliacdo das diferencas nos niveis de expressio de moléculas similares a

calpainas em formas promastigotas recém-isoladas e apos diferentes passagens in vitro

O objetivo deste experimento foi verificar a influéncia da manutengao in vitro de
formas promastigotas de L. amazonensis sobre a expressdo de moléculas similares a
calpainas. Inicialmente, os parasitos foram isolados a partir de patas de fémeas de
camundongos BALB/c infectadas, e as formas promastigotas obtidas foram mantidas
posteriormente através de passagens sucessivas em culturas axénicas. Os parasitos recém-
isolados ou obtidos até no maximo cinco (5) passagens in vitro foram fixados com
paraformaldeido e incubados na presenga do anticorpo anti-DM-calpaina. Os resultados
apresentados na Figura 25 demonstraram que a manuteng@o das formas promastigotas de L.
amazonensis em culturas axénicas foi capaz de induzir o decréscimo na expressdo de
moléculas similares a calpainas. A diminui¢do na expressdo destas moléculas foi
dependente do nimero de passagens, ou seja, quanto maior o nimero de passagens menor a

expressao de moléculas similares a calpainas.
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Figura 25: Expressiao de moléculas similares a calpainas em formas promastigotas recém-isoladas de L.
amazonensis apos diferentes passagens in vitro. A expressdo de moléculas similares as calpainas foi
verificada em promastigotas de L. amazonensis recém-isoladas dos tecidos das patas de fémeas de
camundongos infectadas e apds sucessivas passagens in Vitro (5 passagens). Os parasitos foram lavados,
fixados em paraformaldeido e incubados com o anticorpo primario anti-Dm-calpaina na dilui¢do de 1:500. O
controle ¢ representativo e refere-se a cepa recém-isolada e as cepas apds as diferentes passagens (5#). O

dados apresentados nos graficos sdo representativos da analise de 10,000 células de experimentos realizados

em duplicata.
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V) DISCUSSAO

As leishmanioses sdo doengas causadas por parasitos do género Leishmania e
apresentam um alto indice de morbidade e mortalidade. Esta doenga afeta 12 milhdes de
pessoas no mundo inteiro e esta presente em 88 paises, principalmente nos paises tropicais
e subtropicais. A incidéncia anual de aproximadamente dois milhdes de novos casos e a
existéncia de 350 milhdes de pessoas vivendo em areas endémicas revelam a importancia
dos estudos para o tratamento das leishmanioses (WHO, 1990, 1991, 2001; WENIGER et
al.,2001; GONTIJO & CARVALHO, 2003).

As drogas tradicionalmente utilizadas nos tratamentos das leishmanioses
apresentam diferentes problemas, incluindo alta toxicidade, efeitos adversos, necessidade
de hospitalizacdo dos pacientes para a administragcdo dos medicamentos e o surgimento de
cepas resistentes. Adicionalmente a estes problemas, o alto custo dos compostos utilizados
faz com que muitos pacientes ndo tenham acesso a um tratamento adequado (YARDLEY et
al., 2002; SINGH & SIVAKUMAR, 2004). Os primeiros tratamentos contra as
leishmanioses incluiam antimoniais pentavalentes utilizados desde a década de 1940
(BERMAN, 1988; OLLIARO & BRYCESON, 1993; RAHT et al., 2003). Em outros casos,
outras drogas, como a pentamidina, anfotericina B e paromicina sdo utilizadas como
segunda opg¢do devido aos casos de resisténcia, apesar da alta toxicidade destes compostos
para o hospedeiro (RAMOS et al., 1990; KUHLENCORD et al., 1992; ESCOBAR et al.,
2001; BRAY et al., 2003, ROSA et al., 2003). Nos casos de co-infec¢gdo em pacientes
imunodeprimidos, as drogas utilizadas nos tratamentos convencionais sdo menos eficientes,
necessitando a utilizagdo de altas doses e um longo periodo de tratamento (ESCOBAR et
al., 2001). Diante deste quadro, diferentes grupos de pesquisa t€ém se dedicado ao
desenvolvimento de novos protocolos e quimioterapias para o tratamento das leishmanioses
(MA et al., 2004).

Neste contexto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar os
efeitos do MDL28170, um potente inibidor de calpainas, sobre a taxa de multiplicagao e
morfologia das formas promastigotas de L. amazonensis, analisando a sua influéncia sobre
a ultraestrutura, inducdo de morte celular e interagdo com macrofagos hospedeiros. Além

disso, verificamos também a sua agdo sobre formas promastigotas infectivas, bem como os
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efeitos causados sobre a expressdo de peptidases classicas e de moléculas similares a
calpainas apos diferentes passagens in vitro.

Os resultados deste trabalho demonstraram que o MDL28170 foi capaz de inibir a
taxa de multiplicacdo dos parasitos de maneira dose-dependente e induzir alteragdes
significantes na morfologia das células. A atividade anti-leishmania observada foi
irreversivel apos o tratamento dos parasitos com o inibidor de calpainas a 30 uM por 72 h.
Observagdes microscopicas semelhantes foram descritas em outros tripanossomatideos
quando tratados com inibidores de cisteina peptidases devido ao estresse osmotico causado
pelos inibidores de peptidases (TROEBERG et al., 1999; SANTOS et al., 2006). Um
trabalho recente do nosso grupo demonstrou que o MDL28170 foi capaz de inibir o
crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi de maneira dose-dependente e induzir
alteracdes morfolodgicas nos parasitos. No entanto, foi observado que o valor referente ao
ICso para T. cruzi foi maior do que o observado para L. amazonensis, demonstrando que
este parasito foi mais sensivel a a¢do do inibidor (SANGENITO et al., 2009).

Considerando que as alteracdes morfoldgicas observadas nos promastigotas de L.
amazonensis tratados com o inibidor de calpainas, como apresenta¢ao de uma forma celular
arredondada com condensagdo nuclear, foram similares as observadas em células com
sinais de apoptose, foram realizadas andlises a fim de detectar alteragdes ultraestruturais
nos parasitos tratados com MDL28170 a 19 uM (ICsy para formas promastigotas). Os
resultados obtidos demonstraram que o inibidor de calpainas a 19 uM foi capaz de induzir
alteragdes ultraestruturais nas células, dentre elas a vacuolizagdo do citoplasma. Além
disso, alteragdes marcantes também foram detectadas no nucleo destas células. Nas células
tratadas com o ICsy do inibidor de calpainas, o nucleo apresentou alteragdes como
condensacdo e fragmentacdo da cromatina. Estas caracteristicas podem estar associadas
com a inducdo de morte celular por apoptose. O mecanismo de morte celular programada
foi demonstrado inicialmente por KERR, WYLLIE e CURRIE nos anos 70 (KERR,
WYLLIE & CURRIE, 1972) e a sua descrigao foi baseada nas caracteristicas que as células
apresentavam ao entrar em apoptose. Dentre as caracteristicas morfologicas estdo a
formagdo de “blebbing” de membrana, condensagdo da cromatina, fragmentacao nuclear,
arrendondamento ¢ diminui¢cdo do volume celular. Os aspectos bioquimicos relacionados

com a apoptose incluem clivagem internucleossomal do DNA, gerando fragmentos
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multiplos de 200 pares de bases, exposicdo de fosfatidilserina no folheto externo na
membrana plasmatica, suspensdo do ciclo celular e clivagem proteolitica de diferentes
substratos intracelulares, como proteinas de citoesqueleto. Tais caracteristicas bioquimicas
resultam de uma orchestrada e complexa via de sinalizagdo, que envolve diferentes grupos
de proteinas (HENGARTNER, 2000).

A apoptose ¢ uma forma morfologicamente distinta de morte celular, importante em
mecanismos como embriogénese, homeostase de tecidos e controle de doengas em
metazoarios (VAUX & STRASSER, 1996). Apesar da apoptose ser descrita principalmente
em eucariotos superiores, relatos tém demonstrado a ocorréncia deste processo em plantas,
fungos e bactérias (LEWIS, 2000; GOLSTEIN et al., 2003; LU, 2006; RAMSDALE, 2006;
ROBSON, 2006). O mecanismo de morte celular do tipo apoptose foi descrito ha mais de
dez anos atras em Saccharomyces cerevisiae, porém em leveduras este processo apresenta
controvérsias principalmente devido a sua questionavel relevancia fisiologica e a falta de
dados moleculares e gendmicos (FROHLICH & MADEO, 2000; FABRIZIO & LONGO,
2008). Estudos posteriores, incluindo a identificacdo e analises de homologos de genes
apoptoticos, confirmaram a existéncia deste tipo de morte celular em fungos. Além disso,
estes estudos demonstraram uma possivel relagdo entre a apoptose e processos de grande
importancia bioldgica como o desenvolvimento, envelhecimento, respostas a estresse e
patogénese. A emergéncia do papel da apoptose como um agente regulador no
desenvolvimento de fungos sugere a possibilidade da descoberta de novos meios de
controle das infec¢des flingicas através da manipulagdo deste processo. No entanto, a
apoptose tem sido descrita e estudada em poucas espécies de fungos, embora homologos de
genes apoptoticos tenham sido identificados em todos os genomas de fungos (revisto por
SHARON et al., 2009). Condigdes adversas tém sido relatadas como capazes de induzir
apoptose em fungos, como por exemplo: caréncia de nutrientes (JACOBSON et al., 1998),
estresse oxidativo (MADEO, 1999; PHILLIPS et al., 2003, 2006), alteracdes osmoticas
(SILVA et al., 2005), e modulagao de ions (LIANG & ZHOU, 2007; NARGUND et al.,
2008).

Em tripanossomatideos, a apoptose tem sido descrita em parasitos pertencentes aos
géneros Trypanosoma e Leishmania. Neste grupo estdo os protozoarios L. amazonensis
(HOLZMULLER et al., 2002), L. donovani (SEN et al., 2004), L. major (ARNOULT et
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al., 2002), L. mexicana (ZANGGER, MOTTRAM & FASEL, 2002), L. infantum
(ALZATE, et al., 2007), T. brucei (FIGARELLA et al., 2006) e T. cruzi (PIACENZA et
al., 2007). A apoptose em tripanossomatideos ainda é um processo sem uma fungdo
fisiologica definida, mas postula-se que seja um mecanismo adquirido através da evolucao
das células eucarioticas, sendo desencadeada em resposta a diversos estimulos e condigdes
de estresse. Além disso, pode ser considerada como um mecanismo utilizado pelos
tripanossomatideos a fim de melhorar o seu desempenho bioldgico, um mecanismo altruista
de selegdo de células (NGUEWA et al., 2004). No género Leishmania, a apoptose ¢ um
mecanismo que pode contribuir para a sobrevivéncia do parasito durante o processo de
infeccdo. As formas promastigotas prociclicas, que se dividem no intestino médio do
inseto, utilizam um tipo de controle absoluto do ntimero de células, para que o excesso de
divisdes celulares ndo comprometa a sobrevivéncia dos parasitos. Um mecanismo similar a
este ocorre no interior de macréfagos, onde ao se dividirem os amastigotas podem gerar um
numero adicional de células, sendo necessario entdo a participagdo da apoptose no controle
do numero de células nestes processos (revisto por SHAHA, 2006). Ao mesmo tempo em
que a apoptose pode ser considerada um mecanismo de controle de parasitos garantindo a
sua sobrevivéncia e transmissdo, este processo ¢ considerado um importante alvo no
desenvolvimento de quimioterapicos para o controle das doencas parasitarias
(DEBRABANT et al., 2003). Neste sentido, varios registros demonstram que a apoptose no
género Leishmania pode ocorrer em resposta a drogas anti-leishmania, com a maioria dos
estudos demonstrando a agdo das drogas in vitro (SERENO et al., 1998).

DUTTA e colaboradores (2007b) demonstraram que grande parte dos promastigotas
de L. donovani tratados com concentra¢des crescentes de racemoside A, uma saponina
esteroidal com atividade anti-leishmania, apresentaram a cromatina com aspecto
condensado e irregular quando comparados com células controle nao-tratadas. Através de
outros experimentos, como analise da exposicao de fosfatidilserina na face externa da
membrana plasmatica, interrup¢do do ciclo celular, alteracdo do potencial de membrana
mitocondrial e fragmentacdao nuclear, foi demonstrado que o composto testado induziu a
morte celular dos parasitos por apoptose (DUTTA et al., 2007). A cisplatina, uma droga
utilizada no tratamento de certos tipos de canceres, apresentou atividade anti-leishmania

sobre formas promastigotas e amastigotas de L. infantum, induzindo a externalizag@o de
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fosfatidilserina, suspensao do ciclo celular, além de modificagdes no potencial de
membrana mitocondrial (TAVARES et al., 2007). HOZMULLER e colaboradores (2002)
demonstraram que amastigotas intracelulares de L. amazonensis expostos a compostos
doadores de NO ou LPS apresentaram fragmentagdo do DNA. O antibiotico anfotericina B,
utilizado no tratamento das leishmanioses, foi capaz de induzir a atividade de enzimas tipo
caspases em formas promastigotas e amastigotas de L. donovani, resultando na
fragmentacdo do DNA apds duas horas de incubagdo in vitro (LEE et al, 2002). Outros
estudos utilizando antimoniais pentavalentes demonstraram a capacidade destes compostos
em induzir a morte celular em amastigotas intracelulares de L. donovani que, por sua vez,
apresentaram caracteristicas peculiares de apoptose, como externalizagdo de fosfatidilserina
e fragmentacdo do DNA (SUDHANDIRAN & SHAHA, 2003). A miltefosina, uma droga
oral utilizada no tratamento das leishmanioses, foi capaz também de induzir apoptose em
promastigotas de L. donovani, que apresentaram condensag¢do do DNA nuclear (VERMA &
DEY, 2004), diminui¢do do volume celular e externalizagao de fosfatidilserina (PARIS et
al., 2004). Caracteristicas semelhantes foram observadas no nucleo de promastigotas de L.
amazonensis tratados por 24 h com 16,47 uM (ICs) de lopinavir, um inibidor de aspartico
peptidases utilizados na quimioterapia do HIV, no qual a presencga de blocos de cromatina
condensada proximos ao envelope nuclear foi considerada uma alteragdo sugestiva de
apoptose (SANTOS et al., 2009).

No nosso trabalho, algumas das caracteristicas bioquimicas apresentadas por células
em processo de apoptose foram observadas em promastigotas de L. amazonensis tratados
com o inibidor de calpainas. Um aumento gradual na exposi¢do de fosfatidilserina foi
observado quando os parasitos foram tratados com o inibidor nas concentragdes de 19 e 30
uM, respectivamente. Além disso, foi observada também a suspensdo do ciclo celular na
fase sub-Gy/G; e a fragmentacdo do DNA nuclear. Portanto, estudos mais aprofundados
sobre este mecanismo seriam de extrema relevancia no desenvolvimento de novas drogas
para tratamento das leishmanioses.

Nosso grupo havia anteriormente demonstrado, através de técnicas de
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo anti-Dm-calpaina, que moléculas similares a
calpainas estavam presentes na superficie celular de promastigotas de L. amazonensis

(D’AVILA-LEVY et al., 2006c). No presente estudo, resolvemos explorar a participacdo
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destas moléculas na interagdo do parasito com células do hospedeiro vertebrado. Neste
sentido, a infeccdo murina ¢ considerada um dos melhores modelos experimentais
caracterizados para o estudo da intera¢do Leishmania-células hospedeiras de mamiferos
(PEREIRA & ALVES, 2008). Nossos dados de infeccdo de macréfagos peritoneais por
promatigotas de L. amazonensis evidenciaram uma redugdo significativa no indice de
associacdo quando foram utilizados parasitos pré-tratados com o inibidor de calpainas.
Estes dados confirmam a existéncia de moléculas similares as calpainas na superficie
celular dos parasitos e que possivelmente estas moléculas poderiam estar sendo bloqueadas
pelo inibidor, o que justificaria a redugio no indice de associagdo dos parasitos tratados. E
importante destacar que a reducao no indice de associagdo ocorreu de fato pela presencga do
inibidor ¢ ndo devido a diminuicdo da viabilidade dos parasitos. Este resultado foi
comprovado experimentalmente por ensaio de MTT, onde 100% dos parasitos
permaneceram viaveis durante o tempo de pré-incubagdo. No entanto, a identificacdo das
moléculas que sdo afetadas pelo inibidor de calpainas interferindo no processo de interagao
com as células hospedeiras ainda é uma questao em aberto. Além das moléculas similares
as calpainas, outras moléculas podem participar deste processo e, portanto, também podem
ser afetadas pela presenga do inibidor.

O efeito do inibidor de calpainas contra Leishmania pode depender da fase de
desenvolvimento do parasito. Por exemplo, amastigotas axénicos e intracelulares de L.
infantum s3o mais sensiveis a cisplatina, uma droga que apresenta atividade anti-
leishmania, do que as formas promastigotas (TAVARES et al., 2007). Estes dados
explicam a agdo distinta das drogas sobre promastigotas isolados ou amastigotas no
ambiente intracelular. A fim de avaliar os efeitos do inibidor de calpainas sobre macroéfagos
infectados por L. amazonensis, o mesmo foi utilizado nas concentragdes ja descritas para
formas promastigotas (D’AVILA-LEVY et al., 2006¢). O inibidor ndo mostrou toxicidade
direta sobre os macrofagos nas concentragdes utilizadas e foi capaz de reduzir de maneira
significativa o nimero de macrdéfagos infectados. Os inibidores de aspartico peptidases
nelfinavir, amprenavir e lopinavir também foram capazes de reduzir o porcentual de
infec¢@o por L. amazonensis ap6s 24 h de tratamento (SANTOS et al., 2009).

A habilidade do inibidor de calpainas em estimular mecanismos de morte celular

pelos macrofagos peritoneais foi testada através da producao de NO, que ¢ um importante
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mecanismo de controle das infecgdes causadas por parasitos do género Leishmania. A
medida dos niveis de NO produzidos por macréfagos infectados tratados com o inibidor €
utilizada para verificar se a agdo anti-leishmania observada ¢ resultante da ativagdo deste
mecanismo (SOARES et al., 2007). A sobrevivéncia de Leishmania no interior de
macrdofagos e mondcitos depende da sua capacidade de evasdo dos mecanismos citotoxicos
apresentados por estas células. A infec¢do de macréfagos murinos de camundongos da
linhagem J774-G8 com L. amazonensis demonstrou que houve a inibigdo da atividade de
iNOS e da produgdo de NO quando as células foram estimuladas com LPS. A inibi¢ao da
producdo de NO por macrdéfagos ndo ¢ um mecanismo restrito apenas ao género
Leishmania, este mecanismo tem sido descrito também para outros patdogenos intracelulares
(BALESTIERI et al., 2002).

Os resultados evidenciaram que ndo houve aumento na produg¢do de NO apds o
tratamento com o inibidor de calpainas. Os niveis de NO produzidos por macrdéfagos
infectados tratados com o inibidor de calpainas foram semelhantes aos observados nos
sistemas controle. Um perfil semelhante foi observado em macrofagos infectados com
promastigotas de L. amazonensis tratados com extrato de Tabernaemontana catharinensis:
ap6s 48 h de incubagdo na presenca de 100 pg/ml do extrato vegetal, os macrofagos
produziram 4,6 uM de nitrito, enquanto que o controle ndo-tratado produziu 4,0 uM de
nitrito, valores bastante similares (SOARES et al., 2007). A produgdo de ROS também nédo
foi alterada pela presenga do inibidor. Os resultados apresentados sugerem fortemente que
o mecanismo de morte celular apresentado pelos macrofagos foi independente da produgao
de NO e ROS. Uma vez que os principais mecanismos de morte celular exercidos pelos
macrofagos nao estdo sendo ativados, ¢ possivel que o inibidor de calpainas esteja atuando
diretamente sobre as formas amastigotas intracelulares (DELORENZI et al., 2002).

Os efeitos do inibidor de calpainas sobre a proliferagdo de formas promastigotas
infectivas de L. amazonensis também foram avaliados. Os resultados obtidos demonstraram
que estas formas foram mais sensiveis a acao do inibidor do que as formas mantidas através
de culturas axénicas, uma vez que concentragdes bem menores foram requeridas para a
inibi¢do do crescimento. O MDL28170 foi capaz de reduzir a proliferagdo de formas
promastigotas mantidas através de culturas axénicas ap6s 48 h de incubagdo, com

concentracdes variando de 15 a 30 uM. Enquanto isso, para as cepas recém-isoladas foram
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utilizadas concentragdes que variaram de 2,5 a 15 puM, apresentando resultados bastante
significativos quando comparados com o controle. No presente trabalho foi demonstrado
ainda que a manutengdo da cepa de L. amazonensis em culturas axénicas (5 passagens) foi
capaz de reduzir a expressao de moléculas similares a calpainas quando comparada com a
cepa recém-isolada de camundongo. Estes dados sugerem uma possivel relacdo destas
moléculas com a viruléncia do parasito. A manutengdo de células de T. cruzi em culturas
axénicas pode selecionar populagdes menos virulentas e esta baixa viruléncia esta associada
com modificagdes nas propriedades bioldgicas deste parasito, podendo levar a alteracdes na
expressdo de algumas proteinas (CONTRERAS et al., 1998). Recentemente, foi reportada
uma relativa redugdo na expressao de moléculas similares a calpainas em formas
epimastigotas de T. cruzi mantidas in vitro quando comparadas com cepas infectivas
recém-isoladas (SANGENITO et al., 2009). Em um estudo comparativo de enzimas
proteoliticas e proteinas de superficie celular em promastigotas virulentos e avirulentos de
L. amazonensis, SOARES et al. (2003) demonstraram a existéncia de diferengas na
expressao destas moléculas. A relacdo direta entre a expressao de moléculas similares a
calpainas e a viruléncia de promastigotas de L. amazonensis ndo pode ser estabelecida, mas
os resultados obtidos neste estudo sugerem que tal relagdo possa ocorrer.

A membrana plasmatica dos parasitos exerce um papel importante no processo de
infec¢do. As proteinas de superficie celular e/ou glicoproteinas podem exercer um papel
estrutural ou estarem envolvidas em diferentes processos como adsor¢do, transporte de
nutrientes, reconhecimento celular e escape (DE SOUZA, 1995). Neste contexto, um dos
nossos objetivos foi avaliar se o inibidor de calpainas seria capaz de induzir alteragdes na
expressao de peptidases classicas na superficie celular de promastigotas infectivos de L.
amazonensis. As espécies de Leishmania contém multiplas atividade de cisteina peptidases
intracelulares altamente ativas e uma metalopeptidase abundantemente expressa na
superficie do parasito, denominada gp63 ou leishmanolisina (YAO et al., 2003;
MOTTRAM, COOMBS & ALEXANDER, 2004; VERMELHO et al., 2007). Grande parte
dos estudos realizados até agora tém sido feitos com trés tipos de cisteina peptidases (CPA,
CPB e CPC). A geragdo de mutantes nulos para os genes cpa, cpb e cpc em L. mexicana
forneceu o primeiro suporte genético para o papel das cisteina peptidases de Leishmania na

viruléncia do parasito, e consequentemente sua validade como alvo para drogas
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(MOTTRAM, COOMBS & ALEXANDER, 2004). A gp63 esta envolvida na viruléncia de
Leishmania, e a expressdo aumentada desta enzima em promastigotas metaciclicos sugere a
participacao desta enzima no processo de interagao com sistemas de defesa do hospedeiro,
incluindo componentes do sistema complemento e da superficie de macrofagos (YAO,
DONELSON & WILSON, 2003).

Estudos com inibidores de peptidases do HIV demonstraram que estes compostos
foram capazes de induzir a redug@o dos niveis de peptidases, descritas como fatores de
viruléncia em fungos como Cryptococcus neoformans (MONARI et al., 2005),
Pneumocystis carinii, Candida albicans (revisto por POZIO & MORALES, 2005) e
Fonsecaeae pedrosoi (PALMEIRA et al., 2008). O presente estudo revelou a diminuigdo
na expressdo de moléculas similares a calpainas e moléculas similares a cisteina peptidase
(cpb) quando os parasitos foram tratados com o inibidor de calpainas. No entanto, um
aumento significativo na expressdo de moléculas similares a gp63 foi observado. Em
células de L. amazonensis tratadas com inibidores de peptidases do HIV, foi observado um
aumento significativo na expressdo de cisteina peptidases e da metalopeptidase de 63 kDa
(SANTOS et al., 2009). Em T. cruzi, foram observadas oscila¢des nos niveis de expressao
de moléculas similares a calpainas quando as células foram tratadas por 24 h com
MDL28170, na concentragdo referente ao ICsp (SANGENITO et al, 2009).
Simultaneamente, foi verificado o aumento da expressao de cruzipaina, a principal cisteina
peptidase de T. cruzi, envolvida em processos de interagdo com a célula hospedeira, escape
do sistema imune e processo de diferenciacdo (CAZZULO et al., 2001). Estas altera¢des
podem demonstrar uma correlagdo entre a expressao dos niveis de cisteina peptidases e,
como proposto em T. cruzi por YONG e colaboradores (2000), a superexpressdo de
algumas cisteina peptidases pode ser necessaria para compensar os niveis toxicos de um
inibidor que ¢ ativo contra diferentes peptidases da mesma classe.

As fungdes especificas das calpainas ou de moléculas similares a calpainas ainda
ndo foram totalmente descritas nos tripanossomatideos. A investigagdo de alteragcdes na
expressao de genes em parasitos sensiveis ou resistentes a drogas e a super regulagdo de
genes relacionados com viruléncia em formas infectivas tém demonstrado o envolvimento
de proteinas similares a calpainas em diferentes processos nos tripanossomatideos

(SALOTRA et al., 2006; VERGNES et al., 2007, ANDRADE et al., 2008). A expressao
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diferenciada em etapas especificas do ciclo de vida de alguns parasitos pode auxiliar na
pesquisa das fungdes especificas de moléculas similares a calpainas (SAXENA et al., 2003;
GIESE et al., 2008). De maneira geral, os resultados apresentados neste trabalho podem
contribuir na investigagdo da existéncia e das fungdes das moléculas similares a calpainas
nos tripanossomatideos. A andlise das fun¢des gerais destas moléculas pode fornecer novos
conhecimentos sobre esta familia de proteinas nos tripanossomatideos e permitir o emprego
de inibidores proteoliticos destas moléculas no tratamento de doencas causadas por estes

parasitos.
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VI) CONCLUSOES

» Parte 1: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas de Leishmania amazonensis

e O tratamento das formas promastigotas de L. amazonensis com o inibidor de calpainas
promoveu a queda da proliferacdo celular, especialmente quando concentragdes mais

elevadas foram utilizadas;

¢ O inibidor de calpainas foi capaz de induzir alteracdes morfoldgicas, alteragdes
ultraestruturais, a externalizacdo de fosfatidilserina, a suspensdo do ciclo celular ¢ a
fragmentacdo internucleossomal do DNA em promastigotas de L. amazonensis, estas
evidéncias indicam que o inibidor de calpainas foi capaz de induzir a morte celular por

apoptose em promastigotas de L. amazonensis.

» Parte 2: Avaliacdo dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre a

interacio de L. amazonensis com macroéfagos peritoneais de camundongos

e Nos ensaios de interagdo com macrofagos, o inibidor foi capaz de reduzir o indice de

associacdo dos parasitos com a célula hospedeira de maneira dose-dependente;

¢ O inibidor de calpainas foi capaz de reduzir o nimero de macrofagos infectados de

maneira dose-dependente, apds diferentes tempos de incubagao;

¢ O inibidor de calpainas ndo foi capaz de induzir um aumento na produgdo de nitrito,

sugerindo que o efeito anti-leishmania observado foi independente da produgdo de NO;
¢ O inibidor de calpainas ndo foi capaz de ativar a producdo de ROS pelos macrofagos;

e Estes dados sugerem fortemente que o inibidor de calpainas pode estar atuando
diretamente sobre as formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis e ndo sobre a

ativacdo de mecanismos de morte celular mediados por macréfagos hospedeiros.
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»> Parte 3: Avaliacido dos efeitos do inibidor de calpainas MDL28170 sobre formas

promastigotas infectivas, recém isoladas de camundongos, de L. amazonensis

e As formas promastigotas infectivas de L. amazonensis foram mais sensiveis a agdo do

inbidor quando comparadas com as formas promastigotas axénicas ndo-infectivas;

e O inibidor de calpainas foi capaz de alterar a expressdo de peptidases classicas de L.
amazonensis, sugerindo que a superexpressdo de algumas peptidases pode ser necessaria

para compensar a inibigdo das calpainas;

e A expressdo de moléculas similares a calpainas foi reduzida em promastigotas de L.
amazonensis apos diferentes passagens in Vitro, sugerindo uma possivel relagdo destas

moléculas com a viruléncia do parasito;

e Estes resultados contribuem na adicdo de novos conhecimentos sobre a producdo de
moléculas similares as calpainas em Leishmania, auxiliando na caracterizagdo destas
enzimas, o que poderd ajudar na determinacdo das fungdes destas moléculas nos
protozoarios. Desta forma, estes resultados podem também contribuir para o
desenvolvimento de inibidores proteoliticos capazes de agir de maneira seletiva e eficaz

contra as doencgas causadas por estes parasitos.
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