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RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) constilbia protozoose com
elevada incidéncia na regido Amazbnica causada dif@rentes espécies do género
Leishmania. Este protozoario € um parasita inta@el obrigatério que desenvolve
mecanismos para se defender da atividade micrebadd macréfagos, tais como a inibicao
de producdo do superoxidos e do oxido nitrico (NOQ)oOxido nitrico possui um papel
importante na eliminagédo do parasitovitro e in vivo. Este trabalho tem como objetivo
analisar comparativamente a expressdo da enzinda @xirico sintase constitutiva (CNOS)
em trés diferentes espécies deishmania Leishmania (Leishmanid amazonensis,
Leishmania (Viannia) shawi.e L. (Viannia) brazikeén As formas promastigotas foram
mantidas em meio RPMI 1640, suplementadas com 18%odo bovino fetal (SBF) e
mantidas em estufa a 27°C. Macrofagos foram cultsaem meio DMEM suplementado
com 10% de SBF e mantidos em estufa de f®@ 24h. A atividade diaforasica da enzima
oxido nitrico sintase constitutiva (cNOS) foi asalla utilizando NADPH (1mM). A
determinacdo da concentragdo de nitrito foi redéizatilizando-se o método de Griess. A
técnica de imunofluorescéncia foi utilizada paraeseccdo da enzima (cNOS) na forma
promastigota. Os ensaios de imunofluorescéncia e Cdequimica mostraram que
promastigotas das trés espécies expressam a ergmratanto, a espécie.braziliensis
apresentou maior reatividade quando comparadalLcamawie L.amazonensisNa dosagem
de nitrito observou-se quelabraziliensisapresentou uma concentragdo mais elevada de NO
em comparagao as outras espécies. Apods a inter@lgseryaram-se diferencas no padréo de
resposta dos macrofagos infectados, onteamazonensifoi capaz de inibir a producdo de
NO pelo macrofago enquanto quelLahawi inibiu parcialmente essa producdo. Estudos
realizados por nosso grupo mostraram que a espédié.) braziliensistambém possui a
capacidade de inibir a producédo de NO pelo macodfé&@endo assim, os resultados sugerem
que existe uma correlacéo entre a expressao da&iehNOS e NO em diferentes espécies de

Leishmaniae a producao de NO pela célula hospedeira.

Palavras-chave Leishmania spgNOS, oxido nitrico.
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ABSTRACT

American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is a péicadisease, widely spread
in most countries of Latin America, and caused ifigieent species of the genugishmania
This protozoan is an obligate intracellular pamaditat developed mechanisms to subvert the
microbicidal activity of macrophages, such as iitloh of superoxide and nitric oxide (NO)
production. In murine leishmaniasis, the nitric diplays a crucial role in the killing of
parasitesn vitro andin vivo. In this work, we analyzed the constitutive OxMitric Synthase
(cNOS) expression and NO production by three spe@é Leishmania Leishmania
(Leishmania amazonensjd_eishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Vianniegiiensis.
Parasites were maintained in RPMI 1640 medium supehted with 10% of fetal bovine
serum at 27°C. For detection of NADPH-diaphorasitivaty, promastigotes were incubated
with 2ImM NADPH for 2 hours and analyzed in Inteefietial Microscopy (Axiophot Zeiss).
Leishmania cNOS was identified in promastigotesgisndirect Immunofluorescence assays,
using polyclonal antibody anti-cNOS (Sigma) dilued00 in PBS-BSA-Tw. The measure of
the nitric oxide production was determinate in slpernatants of promastigotes cultures as
nitrite form by adding Griess reagent. Immunoflsaence and cytochemistry assays showed
that promastigotes of threleeishmaniaspecies are able to express cNOS. Howeler,
braziliensishad a strong reactivity when compared withamazonensis and L. shavBy
Nitrite measure was observed that the species aldeeto produce NO, but. braziliensis
interaction produced the highest amount of NO imgarison with the other speciesbout
the interaction with the host cell we observed,tlfare were differences in the response of
infected macrophages, wherdeamazonensiswas able to inhibit NO production by
macrophages while.shawipartially inhibited this production. Studies byraroup showed
that the specied. (V.) braziliensisalso has the ability to inhibit NO production by
macrophageThus, the results suggest that there is a corel&etween the expression of the

cNOS and NO in different species of Leishmaniald@dproduction by the host cell.

Keywords: Leishmania spcNOS, Nitric Oxide.



1 INTRODUCAO

As Leishmanioses sdo doencas causadas por tripanasdeos do género
Leishmania,afetando dois milhdes de pessoas todo ano naaAffisia, América do Sul e
Mediterraneo (Gomeset al, 2003). S&o -caracterizadas por apresentarem mliésre
manifestacdes clinicas, incluindo desde ulcerac@&neas até formas viscerais que podem
ser fatais, as quais estéo relacionadas tanto sagspEcies parasitas quanto com a saude do
hospedeiro (Fottet al., 2002; Tanakaet al., 2007). Na regido amazobnica, sete espécies
diferentes do género Leishmania estéo envolvidasaetiologia da leishmaniose tegumentar
humana —Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmanianf¥a) shawi, L. (V.)
guyanensis, L. (V.) naiff, L. (V.) laisoni, L. (Wraziliensise L. (V.) lindenbergi(Silveira et
al., 2002).

A Leishmaniaé um protozoario intracelular obrigatério e apnsese sobre duas
formas evolutivas: a forma promastigota, de viddraeelular; e a forma amastigota,
intracelular obrigatério, presente, principalmemas células fagociticas mononucleadas
(Lainson & Shaw, 1987). A inibicdo do crescimentodastruicdo das leishmanias dentro de
macrofagos é um mecanismo fundamental para elinmimaduzir a infec¢cdo. Recentemente
foi demonstrado que a inabilidade de macrofagoscerem efeito leishmanicida, parece estar
relacionada com a capacidade de algumas espéciesima producdo de oxido nitrico
(Gregory &Olivier, 2005; Balestiegt al.,2002).

Dados recentes da literatura mostram que algumpécies deleishmania
possuem a capacidade de produzir 6xido nitricatér pl@ uma forma constitutiva da enzima
Oxido Nitrico Sintase (NOS). Este pode ser um desamismos pelo qual o parasito evade da

resposta microbicida da célula hospedeira (Genestlg 2006b).



1.1 AS LEISHMANIOSES

As Leishmanioses sdo doencas infecciosas que amormeitihdes de pessoas em
todo o mundo (WHO, 2009)Sdo causadas por protozoarios do génesshmania
pertencentes a famili@rypanosomatidaeE uma doenca com caracteristicas zoonéticas,
afetando animais silvestres manifestando-se coearetifes formas clinicas. A transmisséo
ocorre através da picada de insetos fémeas quemp@éetencer a varias espécies de

flebotomineos, dependendo da localizacdo geogr@ieathingeret al, 2007) (Tabela 1).

1.1.1 LEISHMANIOSES CAUSADAS POR L. (L.) amazonensis, L. (V.) shawi e L. (V.)

brazliensis.

As espéciesLeishmania (Leishmania) amazonensiseishmania (Viannia)
braziliensis e Leishmania (Viannia) shasdo agentes causadores da leishmaniose cutanea
localizada (LCL). Porém, causam outras formas @icomo a leishmaniose cutanea difusa
(LCD) causada pelaeishmania (L.) amazonensis a leishmaniose cutaneomucosa (LCM)
causada pelaeishmania (V.) braziliensiSilveiraet al, 2004) (Tabela 1).

A lesdo da LCL, forma clinica mais comum da doermade curar
espontaneamentapods algumas semanas ou meses, mas pode deixasrparmanentes. A
forma cutaneomucosa, causada por espécies do cammpkeziliensis,inicia-se com Ulceras
simples de peleas quais podem produzir metastases na regido atppassandaestruicdo
tecidual.A forma cutanea-difusa produz lesdes crénicassedigadas e sdo mais dificeis de
curar. Estas lesbes mdultiplas contém numero eledadparasitos sdo causadas pela
amazonensig)o Brasil. Ao contrario déorma cutaneomucosa, que induz a um aumento da
imunidade celulado hospedeiro, a leishmaniose cutanea difusa €étedmada por auséncia
de resposta celular (Lainson, 1988).leishmaniose cutdnea comec¢a com uma papula ou
nodulo no sitio de inoculacédo pelo mosquito infectado. &pya aumentéentamente para
formar uma ulcera cronica. Uma aoais Ulceras podem se desenvolver, dependendo da

espécie déeishmania



Tabela 1: Espécies de Leishmania e forma clinica relacionadate: REINTHINGERet al, 2007 (modificado).

Forma Clinica

Distribuicdo Geografica

Leishmania spp. do Novo Mundo

L (Viannia) braziliensis

LCL,cutaneomucosa

Américas do Sul e Central, México

L (Viannia) panamensis

LCL,cutaneomucosa

Américas do Sul e Central

L (Viannia) peruviana LCL Peru

L (Viannia) guyanensis LCL América do Sul

L (Viannia) lainsoni LCL América do Sul

L (Viannia) colombiensis LCL Ameérica do Sul

L (Viannia) shawi LCL América do Sul

L (Viannia) lindenbergi LCL América do Sul

L (Leishmania) amazonensis LCL, LCD Ameérica do Sul

L (Leishmania) mexicana LCL, LCD América Central, México e EUA
L (Leishmania) pifanoi LCL América do Sul

L (Leishmania) venezuelensis LCL América do Sul

L (Leishmania) garnhami LCL Ameérica do Sul

L. (Leishmania) chagasi Visceral Ameéricas do Norte, Central e Sul
Leishmania spp. do Velho Mundo

L (Leishmania) aethiopica LCL, LCD Etiopia, Quénia

L (Leishmania) killicki LCL Africa do Norte

L (Leishmania) major LCL Asia, Africa

L (Leishmania) tropica LCL Asia, Africa

L (Leishmania) donovani Visceral, LCL Asia, Africa
Leishmania spp. do Novo e Velho Mundo ]

L (Leishmania) infantum Visceral, LCL Europa, Africa, Américas ceaite Sul

LCL=Leishmaniose Cutanea Localizada; LCD=LeishmsmiGutanea Difusa.

1.1.2 Agente Etioldgico — Morfologia

Os protozoarios do génetaishmaniasdo digenéticos, apresentando as formas
promastigota e amastigota (Lainson & Shaw, 1987).

A forma promastigotgossuicorpo celular e flagelo alongado. Essa forma tem
ciclo extracelular, sendo encontrada no tubo digestio vetor (Figura 1) A forma
amastigota, que € tipicamente ovoide ou esférama, flagelo livre, encontrada no citoplasma
dos macrofagos dos hospedeiros vertebrado (Varrentoset al, 2002)(Figura 2). Além
disso, em ambas as formas ha presenca do cindtoplas possui um arranjo complexo de
DNA mitocondrial, caracteristico de sua clas§eetoplastida (Lainson & Shaw, 1987;
Cavalcantiet al, 2008).



Figura 1. Forma promastigota. a- desenho esquematico. fmafpromastigota em MET (Microscopia eletrénica

de transmissao}-onte: (Balancet al,1998). F-flagelo, C-cinetoplasto e N-nucleo.

Figura 2. Forma amastigota. a- desenho esquematico. b- famaatigota de Leishmania spp. em MET. Fonte:

(Balanco et al.,1998). F-flagelo, C-cinetoplastemitlocéndria, N-nlcleo.



1.1.3 CICLO

Os parasitos do géneiceishmaniasao protozoarios heteroxenos, que em seu
ciclo evolutivo apresenta um hospedeiro invertetyradinseto da subfamilihlebotominag
e um hospedeiro mamifero, que pode ser o hothamson & Shaw, 1987).

Durante o repasto sanguineo, a fémea do fleboteniiigere formas amastigotas
circulantes ou que estdo na pele, no interior derdf@gos que chegardo ao intestino médio
do vetor. Neste local, as amastigotas transformarers promastigotas prociclicas. Apos,
aproximadamente, cinco dias as promastigotas picasadesenvolvem-se em promastigotas
metaciclicas, sendo esta infectante para o hogpedeamifero (Sacks, 2001). Apés
penetrarem no hospedeiro, as promastigotas metasicterdo reconhecidas na pele por
células do sistema imune e mantidas no fagolisossamde por influéncia de enzimas e
alteracdes do pH e temperatura sofrerdo modifisagberfolégicas adquirindo a forma
arredondada da amastigota (Serehal, 2007). Essa forma passa a se multiplicar noiante
das células fagociticas até a ruptura, passandfeetar novos macrofagos e também novos
vetores se estiverem presentes no mesmo habitadrdem infectado, mantendo o ciclo com
o homem como hospedeiro e 0s animais, muitas Ereésticos, como reservatorios (Bailey
et al, 2007) (Figura3).

Hospedeiro Mamifero ‘/ E

Flebotomineo = o

NN Promastigotas mecrerono <
N Metaciclicas

~ -

=

e ——

Lisossomo 8 |

e
=g o
/ = Proliferacio |
e

Diferenciagio

Figura 3. Ciclo de vida do parasito do género LeishmanidNFE: Sacks et al.; 2002 (modificado).



1.2 A CELULA HOSPEDEIRA

O protozoario do género Leishmania € um parasitadelular obrigatério que se
multiplica, principalmente, no interior de macraagdo hospedeiro mamifero (Rittig &
Bogdan, 2000; Handman & Bullen, 2002).

No sistema imune, 0os macréfagos juntamente conewisdifilos, sdo as principais
células fagociticas do organismo, que desempenimaanfuncao vital no reconhecimento de
microorganismos patogénicos e na resposta corges patogenos (Murrey, 1998).

A fagocitose é uma forma de endocitose por meigudd o microorganismo e
células mortas sdo ingeridos através das grandsieulees endociticas, os fagossomos
(Alberts, 2004). Este processo inicia-se com o nmBeoimento do parasito atraveés de
receptores presentes na membrana dos macréfagoe [@8 mecanismos com 0S quais 0s
macréfagos reconhecem o parasito, estdo os reesptpara o complemento. O
reconhecimento se da, principalmente, nos recepRl e CR3 (Ambrosio & De Messias-
Reason, 2005). Além disso, receptores na supertieianacréfagos, especificos para o
fosfolipidio fosfatidilserina, s@o igualmente imfaomtes para o reconhecimento de parasitas
do génerd_eishmanigVan Zandbergest al, 2006).

Apds o reconhecimento, o microorganismo é fagogiiatiando o processo de
destruicdo do parasito por enzimas no interiorfdgessomos, ou por intermediérios toxicos
formados por macrofagos ativados (Staffer@l, 2002).

Durante a fagocitose, os macréfagos produzem uaralgrquantidade de radicais
de oxigénio (ROS) como ions superoxidos @ peréxido de hidrogénio (B,), reacdo
conhecida como “Burst Oxidativo” (Finaket al., 2006). Os efeitos citotoxicos do “Burst
Oxidativo” se devem, em parte, a capacidade queupos de reagir com outros produtos
antimicrobicidas, gerando assim moléculas maisvasatcomo por exemplo, a reacéao de O
com Oxido Nitrico (NO) formando radicais hidroxi{®H °) (Robinsonet al, 2004). De
acordo com Descoteawet al (2006), estes compostos sdo toxicos contra praotes de
Leishmania

Outro importante mecanismo microbicida de macr&aga producdo de Oxido
Nitrico (NO). A sintese do NO resulta da oxidac&oudh dos dois nitrogénios guanidino da
L-arginina, que é convertida em L-citrulina pelaiema iNOS, utilizando o NADPH como
cofator (Marleta, 1993), (Figura 4). O NO € uma décala altamente reativa com potente
capacidade microbicida (Winbeeg al, 2007), e esta ausente em macrofagos inativados,

sendo ativada, principalmente, por meio do LPS ey NHortelano, 2003). Além disso, esta



molécula é sinalizadora para reacdes molecularemtador da célula, como ativagdo da
guanilato ciclase e posterior liberacdo dé*Gatracelular (Loet al, 2002; Winberget al,
2007).

L-arginina [_|

L-citrulina

Figura 4. Desenho esquematico da acdo da enzima iNOS. Ayihkaa € transportada por uma proteina de

membrana para o interior da célula, sendo coneeid NO e L-citrulina pela enzima iNOS.

Existem trés isoformas da enzima oxido nitricoasiat duas constitutivas e uma
induzivel, recebendo as siglas respectivas de cMOBIOS. A isoforma constitutiva
compreende a NOS neuronal e a NOS endotelial, aeproduzidas continuamente pela
célula e séo dependentes do jon Calci)Gade Calmodulina, esta envolvida na sinalizacdo
celular; e a isoforma induzivel (iNOS), independeti¢ C4', ndo é expressa sob condicdes
normais, produzida por macréfagos e outras célalamdas por citocinas (Grovet al,
2000; Seabrat al, 2002).

A isoforma induzida requer algumas horas para gpressa, mas, uma vez
sintetizada, libera quantidades maiores de NO qud@S e a producdo deste continua
indefinidamente até que a L-arginina ou 0s co-&Eamecessarios para sua sintese sejam
reduzidos ou ocorra a morte celular (Dusth@l.,1995).

A primeira demonstragdo da existéncia da via doetOTripanossomatideos foi
realizada em 1995 por Paveto e Colaboradoreslrgpanosoma cruziPavetoet al 1995).
Piacenzeet al (2001), demonstraram que o metabolismo do NO mguetecdo contra a
morte apoptotica. Além disso, estudos realizadasGenestraet al (2006b), relataram a
producdo de NO por promastigotas de Leishmanige sp.participacdo do NO durante a

interacdo d&.amazonensisom a célula hospedeira.
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e-NOS n-NOS i-NOS
Figura 5 - Isoformas da NOSFONTE: (Dusset al, 2003).

1.3 A INTERACAO PARASITO-HOSPEDEIRO

A Leishmaniaé um parasito intracelular obrigatério. O procedsofagocitose
requer uma interacao entre receptores especiatizadsuperficie de células fagociticas e
ligantes complementares na membrana da célula Bsta. interacdo induz a formacao de
pseuddpodes que irdo envolver o microorganismaigRitBogdan, 2000).

A fagocitose das promastigotas tdeishmaniaocorre através da ligacdo do
parasito a receptores presentes na superficie dogfagos. Dentre os receptores envolvidos
estdo os receptores para o complemento CR, CR1, i@Ri&ndo com isso a formagéo de
pseudépodes que culminard com a internalizacdo atasipo, formando, assim, um
fagossomo (Gruenheid & Finlay, 2003).

Para evitar a lise pelo complemento, o parasite cdev rapidamente fagocitado.
A protease Gp63 € um potente fator de viruléncramte a interacdo com a célula hospedeira
e também com o sistema do complemento atua diratansebre a proteina C3, inibindo a
cascata imunologica (Joséi al, 2002). Aléem disso, a Gp63 também é capaz devaras
INOS de macrofagos infectados coummajor (Winberget al, 2007). Esta ligacdo também é
responsavel com que o macréfago ndo dispare seanise microbicida através do “burst
oxidativo”, favorecendo o estabelecimento da irfiecgo hospedeiro mamifero (Newetsal.,
2005).

Além da Gp63, existem na superficie do parasitoémuas de fundamental

importancia para o sucesso da infeccdo como o biRfBcula capaz de atuar na inibicdo da



fusdo do lisossomo, além de causar alteracdes ticuloe endoplasmatico da célula
hospedeira conferindo assim protecédo contra degfiaddo parasito (Guelraet al, 2007);
acucares (manose, galactose) auxiliam na fagocifpdas células hospedeiras e a
fosfatidilserina, um fosfolipidio presente na meamar plasmatica das promastigotas que
possui alta especificidade com receptores na duojgede macrofagos. Esta molécula atua
estimulando a atividade fagocitica do macréfagoemoinibindo a produgédo de NO, IL-10 e
TGFJ e, consequentemente, a reacao inflamatoéria (Wiydsral, 2006).

Estes mecanismos demonstram que o protozdagishmania manipula as

fungBes de sua célula hospedeira de varias maneiras
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1.4 JUSTIFICATIVA

As Leishmanioses sdo doencgas que acometem mill®gmessoas em todo o
mundo. Sao causadas por protozoarios flagelado®ngentes ao génerbeishmania
(Libusovaet al, 2004). A transmissdo ocorre através da picadinsketos hematdéfagos,
conhecidos como flebotomineo, pertencentes a 3@ciesp diferentes (WHO, 2009),
dependendo da sua localizagédo geogréfica.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, #&hrhanioses afetam
aproximadamente dois milh6es de pessoas no muenido sima das seis doencas tropicais de
maior relevancia no mundo (WHO, 2009).

O Brasil esta entre os cinco paises com maior mumercasos desta endemia,
representando um grande problema de saude pubboa,destaque para a regido Norte,
Centro-Oeste e Nordeste (Viewnal, 2007).

O protozoario do género Leishmania é um parasitadelular obrigatério que se
multiplica, principalmente, no interior de macrdagdo hospedeiro mamifero (Rittig &
Bogdan, 2000; Handman & Bullen, 2002). A inibicao crescimento ou a destruicdo da
Leishmania dentro de macréfagos € um mecanismaafoedtal para eliminar ou reduzir a
infeccdo. A habilidade de resistir aos processosabicidas da célula hospedeira € uma
importante caracteristica dos parasitas da espé@bmania (L.) amazonensis e Leishmania
(V.) braziliensis Entretanto, algumas espécies como (V.) shawi apresentam menor
capacidade em resistir a estes mecanismos mialabici

Estudos envolvendo moléculas sintetizadas porspasasdo de fundamental
importancia para avaliar a funcdo e a contribuigéstas para a infectividade do parasita.
Além disso, ensaios envolvendo essas moléculasnposkr (teis no diagnéstico da
leishmaniose e na identificacdo das varias cepasndedeterminada forma clinica da doenca.

Portanto, existe a necessidade de identificar datantrinsecos das diferentes
espécies de Leishmanias que incidem na regido,pqaesam favorecer a evasao destes

mecanismos microbicidas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar comparativamente a presenca da enzima oOxidtrico Sintase
constitutiva (cNOS) e a producédo de 6xido nitries aspécieseishmania (L.) amazonensis,
L. (V.) braziliensis e L. (V.) shawi.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

v' Deteccdo citoquimica e imunocitoquimica da enzifN®$® nas diferentes
espécies deeishmania

v" Medir producdo de 6xido nitrico no sobrenadantecaléura das diferentes
espécies analisadas;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CULTIVO E MANUTENCAO DO PARASITO

As formas promastigotas delLeishmania (Leishmania) amazonensis
(IFLA/67/BR/PHB8), Leishmania (Viannia) braziliensidM7593) e Leishmania (Viannia)
shawi (MHOM/2001/BR/M19703) foram obtidas em meio NNN daorograma de
leishmaniose do pelo Instituto Evandro Chagas,Belfara. As formas promastigotas foram
cultivadas em meio RPMI 1640, suplementado com Bowno fetal (SBF) a 10% e GPPS a
1% (Glutamina 0,2M; Acido Pirtivico 0,0125 M; Pelii@/Estreptomicina 1%) e mantidos a
27°C em estufa B.O.D. O repique da cultura foiofeia fase estacionaria da curva de

crescimento.

3.2 OBTENCAO E CULTIVO DA CELULA HOSPEDEIRA

Macréfagos peritoneais foram obtidos a partir dmwadongos albinosMus
musculuy Os animais foram sacrificados por deslocamerdovical e a coleta dos
macréfagos peritoneais foi feita através de lavagantavidade peritoneal com solucédo de
Hanks estéril, utilizando seringa e agulhas estéf@imaterial aspirado foi concentrado por
centrifugacdo a 1.500 rpm durante 10 minutos a temmgoeratura de 4 °C. O sedimento foi
ressuspendido em meio de cultura sem soro. A cemtatas células foi feita em Céamara de
Neubauer e a concentracao foi ajustada de acordamanimero de células utilizadas em cada
experimento. Os macrofagos foram erd@meados em placas de cultura e incubados a 37 °C
em estufa contendo 5% de £€6 95% de @ durante uma hora para adesdo em laminula.
Apos esse tempo foi feito uma lavagem com solugfinasde fosfato estéril (PBS) pH 7,2,
para remocdo de células que ndo aderiram, e enidaefpi adicionado meio DMEM
suplementado com 10% de SBF. As células forampenantidas a 37 °C em atmosfera de
5% de CQ.
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3.3 MEDIDA DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM SOBRENABNTE DE
CULTURA DAS DIFERENTES ESPECIES

A determinacdo da concentracdo de nitrito no nuEocultura € uma forma
indireta de se determinar a concentragédo de &itdoa(NO) produzido pelos parasitos. Este
procedimento foi realizado utilizando-se métodoGteess, que consiste em adicionar 60
do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% em &dosforico a 5% e Naphtylenediamina a
0,1% em agua destilada) a plodo sobrenadante das culturas dosfi.) amazonensjd..(V.)
braziliensiseL.(V.) shawi A leitura foi feita em espectrofotometro sobre comprimento de
onda de 570 nm, e a concentragdo de nitrito € ss@remuM.

3.4 DETECCAO DA ATIVIDADE DIAFORASICA DA ENZIMA OXIDO NITRICO
SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) ATRAVES DA TECNICA DE TOQUIMICA NAS
DIFERENTES ESPECIES

Formas promastigotas dle (L.) amazonensi&. (V.) braziliensisL. (V.) shawina
fase estacionaria e logaritmica foram aderidasagniniula coberta com 0.1% de poli-L-lisina,
fixadas com paraformaldeido a 4% durante trintautos) e em seguida lavadas com PBS. As
células foram incubas em 50 mM tampé&o Tris - HGiteodo 1mM de NADPH, 0,4 mg/ml
de NBT e 0,2% de Triton X-100 (Tracey et al., 1998 laminulas foram incubadas a 37°C
em condicdes de escuriddo, por 2 horas. Em segladagas com tampéo Tris — HCI e

montadas para visualizagdo em microscopio optico.

3.5 DETECCAO DA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASE CONSTUTIVA (CNOS)
POR IMUNOFLUORESCENCIA

Formas promastigotade L.(L.) amazonensi&.(V.) braziliensisL.(V.) shawina
fase logaritmica e estacionaria foram aderidas ma laminula coberta com 0.1% de poli-L-
lisina, e fixadas por imersdo em uma solucdo calate®, 7% de paraformaldeido e 0,1% de
glutaraldeido, em tampdo PHEM (5mM cloreto de Magné70 mM cloreto de potéssio, 10
mM EGTA, 20 mM HEPES, 60 mM PIPES), 0,1 M, pH @@ um periodo de 30 minutos a
temperatura ambiente e posteriormente permealilizadm 0,1% de Triton X 100 durante 3
minutos. Posteriormente, as células foram lavaddampéo PBS com 1% de Soro Albumina
Bovina (PBS-BSA 1%) por 20 minutos e incubadaslfiominutos em PBS contendo 50 mM



14

NH,4CI. Apos lavagem em PBS-BSA 1%, as células forazubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com anticorpo policlonal anti-cNOS (Sigrdd)ido 1:100 em tampédo PHEM e
posteriormente uma segunda incubagcdo com antig@pendario obtido em cabra anti IgG
de coelho, marcado com Alexa 488 nm (Molecular €spldiluido 1:100 no mesmo tampao.
As laminulas foram montadas em lamina contendefatitiing e observadas em Microscopio
Laser Confocal LSM 5 Pascal Zeiss. Como controlgatieo foi feita omissao do primeiro

anticorpo.

3.6 MEDIDA DA PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO EM SOBRENABNTE DE
CULTURA DE MACROFAGOS INFECTADOS COML. (V.) SHAWIE L. (L)
AMAZONENSIS

Este procedimento foi feito utilizando-se método @ess, que consiste em
adicionar 500ul do reagente de Griess (sulfanilamida a 1% emoatidforico a 5% e
Naphtylenediamina a 0,1% em agua destilada) a b0fb sobrenadante dos macrofagos
infectados e néo infectados cd(L.) amazonensig L.(V.) shawi A leitura foi feita em
espectrofotometro sobre um comprimento de ondad@en, e a concentragédo de nitrito foi

expressa emM.

3.7 DETECCAO DA ATIVIDADE DIAFORASICA DA ENZIMA (INOS) EM
MACROFAGOS INFECTADOS COM.. (V.) SHAWEL. (L.) AMAZONENSIS

Macrofagos peritoneais previamente estimuladosdeg (1mg/ml) e INF y (50

U/ml) durante 24 horas foram infectados cbmamazonensis L. shawina proporcéo de 10
parasitas por macréfago, durante 2 horas. As leislan ndo fagocitadas foram removidas
com lavagem utilizando solucdo de PBS e a culterandcrofagos infectados foi mantida
durante 24 horas a 37°C em atmosfera de 5% de AOs este tempo, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4% durante trintautos) e em seguida lavadas com PBS. As
células foram entdo incubas em 50 mM tampédo THEF contendo 1mM de NADPH, 0,4
mg/ml de NBT e 0,2% de Triton X-100 (Tracey et #B93). As laminulas foram incubas a
37°C protegidas da luz por 2 horas. Em seguidanfdavadas com tampé&o Tris — HCl e

montadas para visualizagdo em microscopio optico.
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Como controle negativo e positivo da reacdo fordihzadas culturas de
macréfagos sem estimulo e estimuladas com LPS (iingé INF- y (50U/ml),

respectivamente.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando otBids.0. O teste usado foi a analise de
variancia, ANOVA, e Teste t de Student, com p <@Ageset al, 2007).
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4 RESULTADOS

4.1 MEDIDA DA PRODUCAO DE OXIDO NITRICO EM SOBRENABNTE DE
CULTURA DAS DIFERENTES ESPECIES DE LEISHMANIA

Foi observado que a espéti¢V.) braziliensisapresentou uma producédo maior de
NO comparada com as espédie§/) shawie L. (L.) amazonensi§Figura 6). Também foi
observado que todas as espécies apresentaram owaioentracdo de nitrito na fase

logaritmica (fase de crescimento) quando compaaddae estacionaria.

O, NN W ks~ 01 OO N 00 ©

Concentracdo NO/Nitrito (uM)

1

L. shawiFase L.shawiFase L.amazonensis L.amazonensis L.braziliensis L.braziliensis
Log Estacion. FaseLog FaseEstacion. Faselog Fase Estacion.

Figura 6: Medida da produgdo do 6xido nitrico através dooo@tde reacdo de Griess em sobrenadante da
cultura de L.shawi, L.amazonensis e L.braziliemss fases logaritimica (Log) e estacionéaria (Estatide
crescimento.
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4.2 DETECCAO DA ENZIMA OXIDO NITRICO SINTASE CONSTUTIVA (CNOS)
ATRAVES DA TECNICA DE IMUNOFLUORESCENCIA

Nos ensaios de imunofluorescéncia (Figura 7), dssprvel observar que as formas
promastigotas das trés espéciesLdshmaniaexpressaram a enzima cNOS. Entretanto, a
espéciel.braziliensis(Figs 7-E e F) apresentou uma maior reatividadepewada com as
espécies.shawi(Figs 7-C e D) é.amazonensi@-igs 7-A e B).
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Figura 7: Deteccdo da atividade da enzima 6xido nitrico senteonstitutiva (cNOS) em promastigotas de
L.amazonensis, L.shawilL.braziliensisna fase logaritmica (A, C e E) e na fase estad@ifB, D e F) através
da técnica de imunofluorescéncia. (AdBamazonensjgC-D) L. shawie (E-F)L.braziliensis Notar que todas

as espécies expressam a enzima cNOS, porém netisanba fase logaritmica quando comparado conea fas

estacionaria.
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4.3 DETECCAO DA ATIVIDADE DIAFORASICA DA ENZIMA OXIDO NITRICO
SINTASE CONSTITUTIVA (CNOS) ATRAVES DA TECNICA DE TOQUIMICA

Nos ensaios de citoquimica (Figura 8) foi possiekservar que a espécie
L.braziliensis(Figs 8-E e F) apresentou uma maior reatividadepewada com as espécies
L.shawi(Figs 8-C e D) é..amazonensifFigs 8-A e B). Também foi observado que todas as
espécies possuem maior reatividade enzimaticasealfagaritmica de crescimento quando

comparada a fase estacionaria.
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Figura 8: Deteccéo da atividade diaforasica da enzima NABRHpromastigotas deamazonensis L.shawi
L.braziliensisna fase logaritmica (A, C e E) e na fase estac@iiB, D e F) através da técnica de citoquimica.
(A-B) L.amazonensjs(C-D) L. shawie (E-F) L.braziliensis Notar maior marcacdo nos parasitos da fase

logaritmica e maior expressdo da enzima nos pasadit Lbraziliensis
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4.4 DETECCAO DA ATIVIDADE DIAFORASICA DA ENZIMA OXIDO NITRICO
SINTASE INDUZIDA (INOS) DURANTE INTERACAO COM MACRGAGOS
PERITONEAIS DE CAMUNDONGOS

Durante a interacdo com a célula hospedeira asiesdéram capazes de reduzir
a producao de oxido nitrico pelo macrofago (Fig)ra

Figura 9: Deteccéo da Atividade Diaforasica da Enzima Oidinico Sintase Induzida (iNOS) em macréfagos
previamente estimulados e infectados com parasit&spécié. amazonensie L.shawi. (A) Macrofagos nédo
infectados. Auséncia de reacao. (B) Macréfagosnestidos. Observar forte marcagdo por toda cél@tags
(C) Macréfagos infectados com amazonensiseta preta). Observar a auséncia de reagdo elasciifectadas
guando comparado com célula ndo infectada (setaeliea). (D) Macrofagos infectados cdm shawi (seta
preta). Observar pequena reatividade na célulatada (seta vermelha).
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4.5 PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS INFEEDOS POR L. (V.)
SHAWIE L. (L.) AMAZONENSIS

Foi verificada a producdo de NO em macréfagos pmegnte estimulados com
INF- vy e LPS e infectados com (L.) amazonensis L. (V.) shawi Na figura 10 € possivel
observar que ocorreu uma diminuigdo significatiaa producdo de NO em macrofagos
infectados com ambas as espécies quando compatadosnacréfagos nédo infectados.
Entretanto, a producéo de NO foi menor em macréfagfectados com.. (L.) amazonensis

guando comparados com macréfagos infectadoslcgi) shawi

9
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Figura 10: Medida da produgdo de NO em macro6fagos estimulegimsLPS (1pg/ml) e INF-(50U/ml) e ndo
infectados e em macréfagos estimulados e infectadosL. (L.) amazonensie L. (V.) shawi.Foi utilizado
ANOVA, t Student (*) diferenca entre células estiatlas, células estimuladas e infectadas em relagdo

controle, p< 0,05.
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5 DISCUSSAO

Os protozoarios do génekeishmaniasédo parasitos intracelulares obrigatérios que
se multiplicam, principalmente, no interior de ntdagos do hospedeiro mamifero (Rittig &
Bogdan, 2000). O estabelecimento da infeccdo eébeewoéncia do parasito no interior de
uma célula fagocitica requer habilidades para borkstema de defesa da célula hospedeira.

Dados da literatura mostram que diferentes espételseishmaniapossuem
mecanismos diferentes de evasdo (Kima, 2007). Besdtes mecanismos, destacam-se:
inibicdo do “burst oxidativo”, diminuicdo da expsd® da enzima Oxido Nitrico Sintase
Induzida (iNOS) e, conseqiientemente, de OxidoddifiNO) (Bogdan & RéllinghofF, 1997;
Alexanderet al, 1999; Stafforcet al, 2002).

Nossos resultados demonstraram que promastigotagr@aespécies analisadas
sdo capazes de expressar a enzima cNOS. No erdadpécid. (V.) braziliensisapresentou
uma forte reatividade da atividade diaforasica mlznea cNOS quando comparada com as
espécied..shawie L.amazonensisEstes resultados sugerem que pode haver uma@oetac
expressdo da enzima cNOS com a severidade dadas8ada pok. braziliensisquando
comparada as outras espécies.

Genestraet al (2003c) demonstraram que promastigotas das espéci
amazonensjd.. braziliensise L.chagasj produzem NO, a partir de uma enzima constitutiva,
a cNOS, e que a producdo de NO pela espedmaziliensis,na fase infectivafoi elevada
guando comparada com as espétieamazonensis L.chagasi.Além de que com aumento
do numero de passagens, ou seja, com a diminuigddalmas metaciclicas, havia uma
reducéo na producdo NO nas trés espécieeidamaniaestudadas.

Em tripanossomatideos, Piacerzal (2001), demonstraram que a producéo de
NO, por epimatigotas dE. cruzj participa na protecédo contra a morte apoptoGemestrat
al.; (2003b) demonstraram que promastigotasLdeamazonensigpré-incubadas com L-
NAME, um inibidor irreversivel da enzima o6xido idtr constitutiva (cNOS), reduzia a
infeccdo em macrofagos em 61% em 24h e 19% apdE£48ts dados demonstram que a via
NO, no parasito, € importante para o estabelecmaainfeccao.

Em relacdo a medida da producdo de oxido nitrioesses dados demonstraram
que as formas promastigotas lde(V.) braziliensisapresentaram maior producdo de 6xido
nitrico, em sobrenadante de cultura, compatad¥.) shawie L. (L.) amazonensid.ambém
foi observado que todas as espécies estudada®mriaras maior producao de 6xido nitrico

na fase logaritmica de crescimento quando comparddse estacionaria de crescimento.
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A maior expressdo dessa enzima na fase logaritpuda estar relacionada a
maior necessidade do fon Célcio {Gaara o desenvolvimento do parasito, uma vez que a
enzima cNOS ¢é dependente de’‘C®rasadet al, (2001) sugerem uma relacéo entre o
metabolismo do calcio e a sobrevivéncia do parasitom o ciclo de vida do patégeno.
Entretanto, a funcdo do calcio como biomoduladocinw de vida de protozoarios e outros
microorganismos ndo esta completamente esclarecida.

Em relacédo a interacdo das espécies com a célgfgetieira foi verificada uma
diferenca na producdo de NO por macréfagos peaisnge camundongo e previamente
estimulados com LPS e INF y infectados conieishmania (Leishmania) amazonensis
Leishmania (Viannia) shawifoi possivel observar que a espétie (L). amazonensis
apresentou a capacidade de inibir a producdo degp@&® macréfago, enquanto a espécie
L.(V.) shawindo possui a capacidade de inibir totalmente pssiucdo. Estudos realizados
por NOSSO grupo mostraram que a espici®.) braziliensigambém possui a capacidade de
inibir a producdo de NO pelo macréfago. Estes tadot evidenciam que a resposta
microbicida dos macréfagos depende da espécieLalshmania envolvida e que o
estabelecimento da infeccéo e sobrevivéncia dspanao interior da célula hospedeira estao
relacionados com a capacidade do parasito em modslamecanismos de defesa do
macrofago.

A atividade iINOS com producdo de Oxido Nitrico (N®)um importante
mecanismo de defesa da célula hospedeira contr@phealcdo de parasitos intracelulares
(Dusseet al, 2003 Winberget al, 2007). Entretanto, como mecanismo de escapanslg
protozoarios intracelulares cormoxoplasma gondi Leishmania sppinibem a producéo de
NO em macrofagos ativados (Seaéral, 2002; Balestieret al, 2003).

Balestieriet al, 2003 demonstraram que a inibicdo da producadQieorL. (L.)
amazonensigarece ser resultado de alteragcbes no transpuricelular de L-arginina,
substrato utilizado pela enzima INOS na reacdo welugdo de NO, ou ainda pela
interferéncia na dimerizagdo da enzima, com coresggireducdo de co-fatores associados,
necessario para a formacao da molécula. A capbeida inibir a sintese de NO pode estar
relacionado com a ativacdo de outras vias de zago intracelular, na célula hospedeira,
causando comprometimento da formacéo da INOS @®ouet al; 1995,1996).

Balestieri et al (2002) demonstraram que a baixa produgdo de NO po
macrofagos J774-G8 infectadds. amazonensise estimulados com LPS pode estar
relacionada com a reducdo na atividade da enzif®&jNugerindo que os parasitas afetam a

via de sinalizagéo que induz a producao de NO. Al&so, foi demonstrado que esta espécie
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inibe a expressédo de TNFo—e estimula a producdo de TGH~—que inibe a expressédo da
proteina INOS, e consequentemente a producdo déSkgeret al, 1994; Gomest al,
2003).

Dados na literatura mostraram que moléculas presenta superficie da
Leishmania GP63 e LPG, desempenham papéis importantes nanisew de defesa do
parasito em relacdo a resposta microbicida dosafegms (Alexandeet al, 1999). Estudos
em modelos experimentais por inoculacdo de cepa®idamania (L.) majomutantes que
nao expressavam as moléculas GP63 ou LPG mostragaiocdo na viruléncia da
Leishmaniaindicando importancia destas moléculas no estaimeénto da infeccgdoshiet
al., 2002).

Outros estudos indicam que estas moléculas ageooejnto para 0 sucesso no
estabelecimento da vida intracelular do parasitorabte a fase inicial da infeccao
intracelular, a molécula de LPG seria responséawelribir a fusdo do fagossomo, contendo o
parasito, com os lisossomos contendo enzimasdijtigalo fato de inibir a maturacdo do
fagossomoDermine et al, 2000; Desjardin®t al, 1997), enquanto que a GP63 ficaria
responsavel por inativar as enzimas do lisossoa®n a fusdo com o fagossomo ocorresse
(Pessoat al, 1948).

Nossos resultados evidenciam que existe uma ag8ocia producdo da enzima
cNOS com o mecanismo de escape do parasita conula bé&spedeira. Além de que a
resposta microbicida pelo macrofago depende daciespgélLeishmaniaenvolvida e que o
estabelecimento da infeccdo, sobrevivéncia do paras interior da célula hospedeira e a
forma clinica resultante estdo diretamente reladas com a capacidade do parasita em

modular os mecanismos de defesa do macréfago.
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6 CONCLUSOES

Os resultados apresentados e discutidos permitechudoque:

1. Todas as espécies estudadas expressam a enzima cNOS

2. Todas as espécies estudadas apresentaram maiacgoode 6xido nitrico na
fase logaritimica de crescimento quando comparadasa estacionaria de

crescimento.

3. A espécie L. braziliensis apresentou uma forte reatividade na atividade
diafordsica da enzima cNOS quando comparada coespécies..shawie

L.amazonensis

4. TantoL. (L.) amazonensiguantoL. (V.) shawiinibiram a producdo de Oxido

Nitrico por macréfagos ativados com LPS e INf —
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