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DOENGCAS NEGLIGENCIADAS: - COMO A LEISHMANIA SUBVERTE
AS DEFESAS DO HOSPEDEIRO

Lucile M. Floeter-Winter
Departamento de Fisiologia Instituto de Biociéncias USP

Doencas Negligenciadas: sdao um grupo de doencas tropicais, endémicas em
paises em desenvolvimento nas regides da Africa, Asia e Américas. Em cada uma dessas
regides existem diferentes doencas, mas o fato comum é o impacto na populacéo,
principalmente aquela de baixa renda.

Em ordem decrescente de prevaléncia mundial, as doencas negligenciadas
incluem: Ascaridase; Trichuriase; Ancilostomiase; Esquistosomose; Elefantiase;
Oncocercose. Leishmaniose visceral e/ou cutanea, Doenca de Chagas, Lepra, Doenca do
Sono, e ainda a OMS inclui Cisticercose, Dengue/Dengue hemorragico, Equinococose e
Raiva.

A Leishmaniose Visceral € uma forma severa da doenca que pode levar a 6bito. A
Leishmaniose Cutanea/Mucocuténea nao leva a ébito, mas € deformante. Além disso, o
tratamento preconizado é administracao de compostos antimoniais pentavalentes, que nao
é eficaz ainda é caro e téxico. Além disso, o aparecimento de parasitas resistentes é um
forte indicativo para a busca de novos alvos quimioterapicos.

O agente biolégico causador das leishmanioses € o protozoario flagelado do género
Leishmania. Seu ciclo de vida compreende dois hospedeiro. No flebotomineo,
encontramos a forma promastigota no tubo digestério. Essa forma se divide por mitose e
na auséncia de nutrientes diferencia na forma metaciclica, infectiva, que migra para a
probdscide do inseto e € injetada no mamifero quando do repasto sanguineo. Nos
hospedeiros mamiferos, a forma metaciclica é fagocitada por macrofagos, e burlam os
mecanismos microbicidas dessas células, tais como a producgao de 6xido nitrico (NO) para
sobreviver e multiplicar, instalando a infecgéo.

Em ambas as fases de vida, Leishmania apresenta atividade de algumas enzimas
do ciclo da uréia, um ciclo utilizado pela maioria dos metazoarios como via metabdlica para
eliminagdo de nitrogénio em forma de uréia, produto menos soluvel, porém menos téxico.

A pergunta que aparece neste contexto é a razdo pela qual um protozodrio necessita



eliminar nitrogénio em forma de uréia e ndo na forma de aménia, uma vez que se encontra
em ambientes abundantes em agua.

Na década de 70, os trabalhos do grupo do Prof. Erney Camargo apontavam que a
arginase, enzima do ciclo da uréia, presente em Leishmania, Leptomonas e Crithidia teria
um papel na produgdo de ornitina, produto da catalise de arginina pela arginase,
juntamente com a uréia. A ornitina por sua vez tem papel importante na proliferacdo dos
organismos uma vez que é precursor da sintese de poliaminas.

Interessante que a enzima 6xido nitrico sintase induzida (iINOS) nos macréfagos
utiliza arginina para produzir NO,0 mesmo aminoacido utilizado pela arginase, como
substrato para produzir ornitina e uréia. Dessa forma foi postulada a hip6tese de que a
arginase pudesse atuar na sobrevivéncia de Leishmania no hospedeiro mamifero,
competindo com a iINOS e dessa forma reduzindo a producao de NO. Em adicao,teriamos
sua atuagao na via de poliaminas, essencial para a replicacao do parasita.

Com objetivo de elucidar o papel da arginase de L. (L.) amazonensis durante o ciclo
de vida do parasita, fizemos a caracterizacdo do gene que a codifica (da Silva, Castilho et
al. 2002), mostrando ser um gene de coOpia Unica, transcrito ao longo de todo o ciclo. A
forma ativa da enzima também foi caracterizada mostrando ser um trimero globular, com
dois atomos de manganés em cada mondmero(da Silva and Floeter-Winter 2010). A
posicdo subcelular da enzima na forma promastigota foi determinada como sendo uma
organela exclusiva desses organismo, o glicossomo, cujo equivalente funcional nas células
de vertebrados é o peroxissomo (da Silva, da Silva et al. 2008).

O soro policlonal anti-arginase foi ainda utilizado na imunomarcacao da enzima em
preparacoes de macréfagos infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis. Assim,
determinamos a compartimentalizacdo da arginase nos glicossomos tanto na forma
promastigota do parasita como na forma amastigota, durante a infeccao(da Silva, Zampieri
et al. 2012).

Para verificar tanto o papel funcional da enzima bem como avaliar a importancia da
compartimentalizacdo dessa enzima no glicossomo para exercer essa fungéo, fizemos a
construcdo de mutantes nulos para arginase e com esses construimos mutantes com a
expressao de arginase reconstituida, de dois modo. Um com o sinal de enderecamento
para o glicossomo e outro sem esse sinal. A caracterizagdo bioldégica dos mutantes
mostrou que, como esperado, 0 nocaute nulo nao apresenta nem o transcrito nem a
enzima e tampouco atividade de arginase. Ja os mutantes recuperados apresentam
quantidades semelhantes do transcrito, mas o mutante cuja arginase nao esta



enderecada, ndo apresenta nem a proteina nem atividade enzimatica.Tratamento com
inibidor de proteassomo indicou que a proteina nao-enderecada é rapidamente degradada
por aquela maquinaria(da Silva, Zampieri et al. 2012).

A analise funcional dos mutantes, em infecgcdes in vitro e in vivodemonstrou que a
atividade da arginase, localizada no glicossomo, é importante tanto para o
estabelecimento e manutencdo da infeccdo, como para a proliferacdo do parasita na
célula hospedeira. Assim, o papel da enzima na fisiologia do parasita e sua relacdo com o
macréfago parece ser muito mais complexo e envolve a regulacdo de outras vias
metabdlicas do préprio parasita e da célula hospedeira.

Como se da a tomada e a distribuicdo do substrato da enzima, a arginina, foi a
proxima pergunta a ser abordada. Caracterizamos em L. (L.) amazonensis a presenca de
um transportador de aminoacidos catibnicos que se comporta como o sistema y+ tipo
simporter, responsavel pela tomada de arginina. Esse transportador é codificado por um
gene presente em duas coOpias organizadas em tandem no genoma. A fase aberta de
leitura das duas cépias apresenta uma similaridade de 98%, mas as regides 5’ e 3° UTR
de cada copia se apresentam com diferencas que puderam ser exploradas para
quantificar os transcritos de cada cépia. Um dos transcritos € menos abundante e esta
presente de maneira similar ao longo da curva de crescimento de promastigotas. O outro
transcrito apresenta uma expressao regulada ao longo da curva de crescimento sendo
mais abundante na fase estacionaria. Como essa é a fase em que ha um decréscimo de
nutrientes no meio, testamos como se da tanto a expressdo desse transcrito como a
atividade de transporte quando os parasitas eram submetidos a privagdo de arginina.
Nessas condigdes tanto o transporte como a abundancia do transcrito regulado
aumentavam significativamente (Castilho-Martins, Laranjeira da Silva et al. 2011).

O experimento de privacao foi repetido utilizando os mutantes de arginase, nulo e
recuperados, nos quais também foi medida a concentracdo enddgena de arginina. Tanto a
quantidade do transcrito regulado como a tomada de arginina correlacionaram
inversamente com a quantidade de arginina intracelular. Isto €, os mutantes sem atividade
de arginase apresentam uma concentracdo intracelular de arginina cerca de 4 vezes
maior do que o mutante recuperado com a enzima sinalizada para o glicossomo e o
parasita selvagem. Da mesma forma, os primeiros apresentam uma menor quantidade de
transcritos e uma menor atividade de tomada de arginina (Castilho-Martins, Laranjeira da

Silva et al. 2011). Assim, pode-se concluir que o transporte de arginina é regulado pela



oferta do aminoacido no meio externo e pela concentracdo no aminoacido no meio
intracelular.

Apesar da arginase do parasita ser um bom alvo para o desenvolvimento de um
quimioterapico, o fato da enzima estar compartimentalizada no glicossomo e a maneira
pela qual se da o trafego de arginina indicam que uma estratégia melhor para o
tratamento de leishmaniose pode residir em inibir a chegada do aminoacido no sitio de

atividade da enzima do parasita.
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