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INTRODUCAO:

A leishmaniose é uma doenca endémica no Brasil cuja incidéncia aumentou
nos ultimos 20 anos e varios surtos tém ocorrido em diversas regiées do pais, sendo
a L. (V). braziliensis a causa mais frequente de leishmaniose cutadnea no Brasil
(Ministério-da-saude-do-Brasil 2007). Na maioria das vezes esta enfermidade se
manifesta como uma Unica Ulcera de pele que normalmente se desenvolve no local
do inoculo.

Cerca de 1 a 10% dos pacientes infectados com L (V.) braziliensis
desenvolvem uma forma da doencga chamada leishmaniose mucosa ou leishmaniose
muco-cutanea, as quais sao progressivas e destrutivas. Uma das possiveis causas
das reagbOes exacerbadas € a resisténcia de alguns parasitos a eliminacdo pelo
sistema imune e a persisténcia de antigenos que induzem uma intensa
hipersensibilidade do tipo tardio (Avila et al. 1984).

Alguns genes que aumentam a viruléncia do parasito podem estar
relacionados com este aumento na resisténcia dos parasitos frente a resposta imune
do hospedeiro, permitindo o aparecimento de metastases nas mucosas. O gene
META-2 esta envolvido na resisténcia ao choque térmico e estresse oxidativo, como
parte de um dos mecanismos da Leishménia para os passos iniciais na infeccdo do

hospedeiro (Uliana et al. 1999).



O gene LRR17, que também apresenta expressao regulada durante o ciclo de
vida dos parasitos apresenta-se em maior abundéncia em formas amastigotas. A
sequéncia de aminoacidos deduzida apresenta similaridade com a proteina NOD3
humana e contém, em sua regido carboxi-terminal, 6 repeticdes ricas em leucina
(LRR)(Franco 2008). A proteina NOD3 humana faz parte de uma familia de
proteinas conhecidas como proteinas NACHT-LRR (NLRs) (Chamaillard et al. 2003).
Dada a semelhanca desta proteina com uma proteina componente do sistema
imune inato, sugere-se que esta proteina esteja envolvida em adaptacbes do
parasito ao ambiente intracelular ou poderia interagir com proteinas da célula
hospedeira, possivelmente modulando sua resposta a infecgéo.

Alguns estudos realizados mostraram um possivel papel da proteina TSA
(thiol-specific antigen) na viruléncia do parasito. A producdo de uma proteina
secretada antioxidante poderia conferir vantagens dentro do fagolissoma do
macréfago (Webb et al. 1998). Por outro lado, a proteina TSA recombinante
mostrou-se, junto a outra proteina recombinante, LmSTI1 (Leishmania major Stress
inducible protein 1), ser altamente imunogénica, sendo que, além da vacinacao
genética, outros estudos com esses dois antigenos (TSA e LmSTI1) estdo sendo
utilizados em estratégias de imunizacao as quais induzem uma forte resposta do tipo
Th1(Coler et al. 2002;Mendez et al. 2001).

MATERIAL E METODOS:

As formas amastigotas de L (V.) braziliensis foram selecionadas aleatoriamente do
estoque de parasitos do Leishbank (Banco de leishmanias da regido Centro
Oeste/UFG/Goias). Foram utilizados 3 isolados de parasitos oriundos de pacientes
com lesdes mucosas e 3 isolados de pacientes com lesdes cutaneas. Para obtencédo
da forma amastigota, as leishmanias, recém descongeladas, foram inoculadas no
coxim plantar de camundongos desprovidos do gene de IFNy (Oliveira et al. 2010) e,
apos a lesao atingir 3mm, os animais foram sacrificados e as formas amastigotas
foram purificadas em gradiente de Percoll. Para obter formas promastigotas
estacionarias, os parasitos foram cultivados em meio Grace suplementado com 20%
de soro bovino fetal inativado, em placas de 24 pocos a 26°C, sendo a cultura
iniciada com 1 x 10° parasitos/mL. Foram utilizadas leishmanias com 8 dias de
cultura. As proteinas extraidas de L. (V.) braziliensis foram fracionadas em gel de

poliacrilamida-SDS, e depois transferidas para membranas de nitrocelulose usando



“Trans-blot SD-Semidry Transfer Cell” (BioRad). Estas membranas foram
bloqueadas com TBST-leite desnatado 5% e incubadas com soro imune (anti-LbSTI-
1; anti-LRR17; anti-TSA; anti-METAZ2; anti-GAPDH) diluido em TBST com leite
desnatado 1%. Em seguida, a membrana foi lavada com TBST e incubada com soro
anti-imunoglobulinas totais de camundongo ou coelho conjugado a peroxidase. A
membrana foi lavada com TBST e uma ultima vez com PBS 1%. A revelacao foi feita
com o kit “SuperSignal West Pico Trial” (PIERCE) e a exposi¢ao através de filmes de
Raio X em diferentes tempos. As bandas protéicas foram quantificadas utilizando o
programa ImageJ e os resultados comparados quanto a significancia dos mesmos
pelo método de analise ndao paramétrica do teste t com correlacdo de Welch’s

usando o programa Graph-Pad Prism Sophtware 5.0 (Inc. San Diego, CA, USA).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A expressdo das proteinas META2, LRR17, LbSTI-1 e TSA dos diferentes
isolados de L. (V.) braziliensis foi detectada através do ensaio ‘immunoblotting’.
Primeiramente, foi avaliada a expressdo destas proteinas na formas promastigotas
de fase estacionaria de 3 isolados oriundos de pacientes com lesGes cutaneas
(JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e de 3 com lesbes mucosas (ASL9m, JBC8m e PPS6m). A
expressao de Meta2, LRR17 e LbSTI-1 foi variavel entre os isolados, ndo havendo
diferenca significativa entre o grupo de isolados com lesGes cutaneas e mucosas
(dados ndo mostrados). A expressdo de TSA, por sua vez, foi estatisticamente
significativa entre os dois grupos analisados (p=0,04), sendo a sua expressdo 62,5
maior em isolados com lesdes mucosas (Fig. 1). Foi demonstrado em S. cerevisae,
gque a proteina TSA protege contra danos oxidativos no fagolisossoma do
macrofago, sendo essa protecdo mediada pela reducdo do peroxido de hidrogénio
(Chae et al. 1993;Netto et al. 1996). Esta bem documentado que espécies reativas
de oxigénio, como o peroxido de hidrogénio e anion superéxido fazem parte de um
processo conhecido como explosdo respiratéria, onde ha um alto consumo
transitorio de oxigénio (Foman &Torres 2002;James &Nacy 1993). Uma vez que, a
proteina TSA pode atuar na reducao do peréxido de hidrogénio, isso pode ser a
explicacdo para uma maior sobrevida dos parasitos de lesbes mucosas que

sobrevivem em um local com uma resposta Thl exacerbada.
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Figura 1. Expressao da proteina TSA em extratos protéicos totais de promastigotas de L. (V.)
braziliensis. ‘Immunoblot’ para expressdo da proteina TSA de trés isolados oriundos de individuos
portadores de lesdes cutaneas (1, JCJ8c; 2, RPL5c e 3, SMB7c) e de trés com les6es mucosas (4,
ASL9m; 5, JBC8m e 6, PPS6m). A proteina TSA possui aproximadamente 28 kDa e o anticorpo
normalizador 34 kDa.

A fim de verificar se 0s parasitos na forma amastigota também apresentariam
diferencas em relacdo a expressdo protéica nos mesmos isolados de lesdes
cutdneas e mucosas, 0 mesmo ensaio foi realizado para avaliar a expressao das
diferentes proteinas. Nao houve diferenca significativa na expresséo das proteinas
LRR17, LbSTI-1 nos grupos analisados e, embora a expressao de TSA tenha sido
maior em isolados de lesBes mucosas, a diferenca ndo foi estatisticamente

significativa (p=0,39) (dados n&o mostrados).

CONCLUSOES:
A proteina TSA obteve maior expressdao em isolados oriundos de lesGes
mucosas, sendo isso uma possivel explicacdo para a maior resisténcia dos parasitos

e lesbes mais exacerbadas neste tipo de doenca.
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