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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) é causada pelas espécies Leishmania donovani e Leishmania
infantum e clinicamente, a doenca apresenta desfechos varidveis, cursando da forma
assintomatica a doenca grave e fatal, principalmente se ndo for tratada. A febre, perda de
peso, pancitopenia e hepatoesplenomegalia constituem os principais sintomas desta sindrome.
Varios fatores relacionados com o hospedeiro e o parasita sdo considerados importantes para
0 estabelecimento da doenga. Na Leishmania, os fatores de viruléncia destacam-se como
meios que facilitam a permissividade da invasédo e 0 crescimento destes organismos nos
hospedeiros. Muitos genes da Leishmania estdo associados com esses fatores de viruléncia e
atualmente existem diversas tecnologias que permitem o sequenciamento dos genes do DNA
em larga escala. A técnica de RNA-Seq, através da plataforma Illumina HiSeq2500, foi
utilizada para sequenciar um total de 20 amostras de promastigotas de Leishmania infantum
de pacientes previamente classificados como grave e ndo grave. Os dados do sequenciamento
foram analisados por ferramentas de bioinformatica e 8364 transcritos foram mapeados no
genoma de referéncia (L. infantum JPCM5). A andlise de expressao diferencial entre os
grupos grave e nao grave mostrou uma baixa correlacdo da expressdo diferencial entre os
genes dos grupos, porém o grupo grave expressou 3 genes (Linj.28.29.50; Linj. 151240 e o
Linj.23.rRNA1) diferentes e upregulados que ndo foram expressos no grupo nao grave. Ja o
grupo ndo grave expressou 50 genes upregulados. Neste trabalho foram identificados e
anotados genes upregulados expressados tanto no grupo grave quanto no grupo ndo grave. O
gene Hsp 70 (LinJ. 28.29.50) e o gene transportador de nucleosideo (LinJ. 151240) foram
fortemente expressos, no grupo grave. Varios desses genes expressos, ja sao discutidos como
possiveis fatores de viruléncia e de resisténcia a drogas leishnmanicidas. Estudos futuros
serdo necessarios para uma analise mais ampliada da correlacdo entre esses genes e 0
desenvolvimento da LV, contribuindo com o conhecimento sobre a patogénese desta doenca e
gerando meios para o desenvolvimento de estratégias que intervenham no processo infeccioso

e auxilie no controle e erradicacao desta doenca.

Palavras chave: Leishmaniose visceral, Leishmania infantum, Fatores de viruléncia, RNA-Seq,

Expressdo de gene.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is caused by Leishmania donovani and Leishmania infantum and
clinically, the disease presents variable outcomes, asymptomatic to severe and deadly disease,
especially if left untreated. The fever, weight loss, pancytopenia and hepatosplenomegaly are
the main symptoms of this syndrome. Many factors related to host and parasite are considered
important for the establishment of the disease. In Leishmania, the virulence factors highlight

as means that make ease the permissiveness of invasion and the growth of these organisms in

hosts. Many Leishmania genes are associated with these virulence factors and there are
currently several technologies that allow the sequencing of DNA genes on a large scale. The
technique of RNA- Seq, through the lllumina HiSeq2500 platform, was used to sequence a
total of 20 samples of promastigotes of Leishmania infantum from patients previously
classified as severe and non- severe. Sequencing data were analyzed by bioinformatics tools
and 8364 transcripts were mapped into the genome of reference (L. infantum JPCM5).The
analysis of differential expression between the severe and non-severe groups, showed off a
low correlation of the differential expression between the genes groups, but the severe group
expressed 3 genes (LinJ.28.2950, LinJ.15.1240 and LinJ.23.rRNAL) different and upregulated
that were not expressed in the non-severe group. Also, the non-severe group expressed 50
upregulated genes. In this work, it was identified and wrote down upregulated genes
expressed as in the severe group as in the non-severe group. The Hsp 70 gene (LinJ. 28.2950)
and the nucleoside transporter gene (LinJ.15.1240) were strongly expressed in the severe
group. Many of these genes expressed, are already discussed as possible virulence factors and
resistance to leishmanial drugs. Future studies will be needed for a more expanded analysis of
the correlation between these genes and the development of VL, contributing to the
knowledge about the pathogenesis of this disease and generating means for the development
of strategies that intervene in the infectious process and assist in the control and eradication of
this disease.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, Virulence factors, RNA-Seq, Gene

Expression.
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APRESENTACAO

Esta tese & apresentada ao Programa de Pos-graduacdo da Rede Nordeste de
Biotecnologia, ponto focal Universidade Federal do Piaui, no formato de Artigos Cientificos,
organizados com introducdo, revisdo da literatura geral, referéncias e os artigos derivados da

tese no formato de publicacdo do periodico ao qual foi submetido.

O primeiro artigo, Leishmaniose visceral e fatores de viruléncia: Uma
atualizacdo. Trata-se de uma revisdo geral sobre os fatores de viruléncia produzidos pelas
Leishmanias que favorecem a sua sobrevivéncia nos seus hospedeiros e o estabelecimento da
infeccdo, cuja resposta do hospedeiro pode evoluir com desfechos diferentes, podendo levar a
morte. Os mecanismos que governam a relacdo entre parasitas e hospedeiros ainda néo sdo
bem compreendidos, muito embora essa relacdo possa ser influenciada por fatores proprios do
hospedeiro quanto do parasita. Esses fatores, em especial dos parasitas, também sdo
discutidos como possiveis candidatos para a terapia da leishmaniose, cujas buscas por
alternativas terapéuticas vém se ampliando através de novas abordagens que favorecem a
pesquisa na identificacdo de produtos génicos que possam contribuir na compreensdo da

biologia, da patogénese e no possivel desenvolvimento de vacinas.

No segundo artigo, Avaliacao do perfil de expressdo génica de promastigotas em
cultura axénica de cepas de L. infantum de pacientes com doenga grave e ndo grave,
originado do trabalho experimental da tese, foi discutido o resultado das analises de expressdo
dos genes, de Leishmania infantum, obtidos a partir de cepas de pacientes que apresentaram
desfechos clinicos variaveis (grave e nao grave). O perfil de expressdo foi comparado entre 0s
dois grupos com o objetivo de avaliar a expressdo diferencial entre eles. Foram identificados
Varios genes expressos pelos grupos grave e nao grave, porém a expressao diferencial entre 0s
grupos foi pequena. Varios genes que foram expressos sdo apontados como importantes na

infectividade e na viruléncia destes parasitas.
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1. Introducéo

As leishmanioses sdo um complexo de doencas causadas por flagelados da ordem
Kinetoplatidae, familia Trypanosomatidae e do género Leishmania que inclui a leishmaniose
visceral (LV), bem como outras formas de leishmanioses cutaneas (LC) (MASLOV;
PODLIPAEV; LUKES, 2001; FRAGA et al., 2010). Na Europa, Asia e Africa os agentes
causadores da LV sdo as espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum e no
continente Americano somente a Leishmania infantum (chagasi) (MAURICIO; STOTHARD;
MILES, 2000; MAURICIO et al., 2007; ZEMANOVA et al., 2007; FRAGA et al., 2010;
SILVA etal., 2012).

A leishmaniose é endémica em 98 paises ou territérios com mais de 350 milhdes de
pessoas em risco. Numeros publicados indicam uma incidéncia estimada de 2 milhdes de
novos casos por ano sendo 0,5 milhdes de casos por LV e 1,5 milhdes de casos por LC. Ha
uma estimativa de mais de 50.000 mortes por ano, causadas pela LV (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). A LV distribui-se praticamente em todos os continentes com 90%
dos casos ocorrendo na India, Bangladesh, Nepal, Etiopia, Sudo e Brasil (DESJEUX, 2001,
2004; MURRAY et al., 2005; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; MARTINS-
MELO et al., 2014). No Brasil, atualmente, a regido Nordeste é responsavel por 47% dos
casos humanos de LV (AFONSO et al., 2012; MS, 2014).

A doenca rural tornou-se endémica e epidémica nas grandes cidades brasileiras onde
a primeira grande epidemia urbana registrada no pais, foi em Teresina, capital do Estado do
Piaui (COSTA; PEREIRA; ARAUJO, 1990; COSTA, 2008; WERNECK, 2008) seguida por
outras epidemias descritas no Estado do Rio Grande do Norte (JERONIMO et al., 1994) e no
Maranh&o (SILVA et al., 2008). A crescente urbanizacdo ampliou a doenca para quase todos
os Estados do pais com cerca de 3.500 casos anuais. De 1980 a 2008 foram notificados mais
de 70 mil casos de LV no pais, levando mais de 3.800 pessoas a morte (WERNECK, 2010).

A principal forma de transmissdo do parasita a0 homem e outros hospedeiros
mamiferos é através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae, conhecidos
genericamente por flebotomineos (GONTIJO; MELO, 2004; LAINSON; RANGEL, 2005).
No Brasil o principal vetor da LV é o Lutzomya longipalpis, encontrado em ec6topos naturais
e em ambientes rurais e urbanos, proximos aos animais domésticos e as habitagdes humanas,
onde o0s potenciais reservatorios silvestres sdo raposas (Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous)

e gambas (Didelphis albiventris). Os cédes (Canis familiaris) sdo reservatérios domésticos e
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identificados como a principal fonte para a infeccdo do vetor (LAINSON; RANGEL, 2005;
MAIA-ELKHOURY et al.,, 2008). Outras formas de transmissdo também ja foram
registradas: congénita, uso de drogas injetaveis, transfusdo de sangue e transplante de 6rgaos
(CRUZ et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2008; QUINNELL; COURTENAY, 2009;
HARHAY et al., 2011; BELO et al., 2013)

As Leishmanias levam um ciclo de vida digenético (Figura 1), envolvendo
alternéncia entre um hospedeiro mamifero e um inseto vetor flebotomineo. (ZILBERSTEIN;
SHAPIRA, 1994; MCCALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013) . Existem duas formas:
promastigotas extracelulares flageladas que vivem no trato digestivo dos flebotomineos e as
formas amastigotas intracelulares obrigatdrias dentro dos vacuolos dos fagolisossomos de
macrofagos de mamiferos (ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994). Nos mamiferos as
promastigotas metaciclicas (formas infectantes) sdo introduzidas na pele pela picada do
flebotomineo fémea, que sdo tomados por macréfagos, células dendridicas ou neutrdfilos e se
transformam em amastigotas intracelulares em macréfagos. (GOSSAGE; ROGERS; BATES,
2003; MURRAY et al., 2005; LANG; LECOEUR; PRINA, 2009).

Durante o repasto sanguineo ao ingerir macréfagos infectados com amastigotas 0s
flebotomineos se infectam e no intestino médio posterior os parasitas diferenciam-se em
varias fases de desenvolvimento caracterizadas por alteracdes morfoldgicas e funcionais
destinadas a assegurar a sua sobrevivéncia no inseto vetor (DESJARDINS; DESCOTEAUX,
1999; KAMHAWI, 2006; STUART et al., 2008). Em todas as fases de vida da Leishmania,
esta encontra ambientes hostis caracterizados por condicdes de crescimento que diferem
significativamente entre o vetor e 0 hospedeiro, principalmente em relacdo a temperatura e pH
(ZILBERSTEIN; SHAPIRA, 1994; BATES, 2007, 2008).

A evolucdo das formas clinicas é diversa, podendo o individuo apresentar desde cura
espontanea, formas oligossintomaticas e assintomaticas, até manifestacbes graves
(HERWALDT, 1999) evoluindo com sangramentos, coinfeccdes bacterianas, hepatite,
insuficiéncia respiratoria e edema (QUEIROZ 2004; COSTA et al., 2013) e ainda podendo
alcancar letalidade entre 5 a 10% mesmo com a terapia empregada (COSTA et al., 2010). Nos
Gltimos anos, a letalidade da leishmaniose visceral no Brasil vem aumentando gradativamente
(MS, 2006). Ainda nao existe estratégia eficaz para o controle dos vetores, ndo ha vacinas que
possam imunizar adequadamente e o arsenal de medidas terapéuticas é fraco (CHOI;
LERNER, 2001; FORGBER et al., 2006).
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Em virtude do fraco arsenal de medidas terapéuticas para a LV e a busca incessante
por drogas ou vacinas que possam proteger o hospedeiro, o advento da biologia molecular
trouxe inovacdes favorecendo novas abordagens em pesquisa. As tecnologias como o
sequenciamento de nova geracdo (NGS) tem ampliado essas abordagens, favorecendo varias
aplicabilidades para as analises de sequéncias gendmicas, transcriptdbmicas e protedbmicas
(BINNECK, 2004; COHEN-FREUE et al., 2007; BARBOSA et al., 2012). A disponibilidade
das sequéncias completa do genoma da Leishmania tem proporcionado um novo raio de
esperanca para a busca de novas moléculas como candidatas a vacinas (KUMARI et al., 2008)
e estudos transcriptomicos tém revelado a interpretacdo dos elementos funcionais do genoma,
para a descoberta de componentes moleculares de células e tecidos, e para o entendimento dos
estagios de desenvolvimento das doencas (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009).

A tecnologia do RNA-Seq, tem revolucionado as analises transcriptdmicas e podera
proporcionar a andlise do transcriptoma completo (de novo) e o perfil de expressdo génica,
principalmente de genes que possam estar envolvidos nos processos de infectividade e
viruléncia de cepas de Leishmania infantum associadas aos desfechos clinicos graves. Esta
abordagem possibilitara uma triagem de genes candidatos que poderdo ser ferramentas Uteis
para o desenvolvimento de novos métodos diagnosticos, biomarcadores, producdo de vacinas
ou drogas eficazes, além de uma variedade de aplicacGes biotecnoldgicas. Os dados gerados
no sequenciamento, além de possibilitar uma compreensao geral sobre os desfechos clinicos

da LV podera promover o conhecimento sobre a biologia destes organismos.
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2. Objetivos
Geral

Avaliar a expressao de genes em promastigotas de L. infantum isoladas de pacientes
com leishmaniose visceral grave e nao grave.

Especificos:

1. Avaliar a expressdo dos genes identificados através da técnica de RNA-Seq;

Validar através do uso de ferramentas de Bioinformatica a andlise do perfil de
expressdo dos genes;

3. Estabelecer correlagdo entre os genes expressos e os desfechos clinicos.
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3. Revisdo da Literatura

3.1 A doenca leishmaniose visceral: manifestagdes clinicas e prognostico de

gravidade.

A LV engloba uma ampla variedade de manifesta¢cdes que parecem ser semelhante
em todo mundo. Ela resulta da multiplicacdo da Leishmania dentro dos fagdcitos
mononucleares e pode ainda ser encontrada dentro dos neutréfilos, ou livremente,
principalmente no baco, que pode abrigar a maior carga de parasitas. A medula 6ssea também
€ muito parasitada além do figado e linfonodos serem importantes sitios de infecgéo.
Esporadicamente os parasitas podem ser identificados no sangue periférico (VERESS et al.,
1977; CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013; HELLAL; KUNDU, 2013; SILVA et al.,
2014;). O periodo de incubacdo é variavel geralmente entre 3 a 8 meses e as manifestacdes
podem aparecer a partir de 10 dias a 1 ano seguido da exposicdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010)

A maioria das pessoas infectadas com espécies visceralizantes de Leishmania
experimentam a infeccdo assintomatica e apenas uma pequena proporcdo das infeccOes
podem levar a doenca grave (KEDZIERSKI; EVANS, 2014). Portanto, a expressao de uma
infeccdo por Leishmania recentemente adquirida varia de nenhuma (subclinica), para
oligossintomatica, ou a forma plenamente estabelecida (calazar) (MURRAY et al., 2005), que
clinicamente expressa; febre, fraqueza, sudorese noturna, palidez, anorexia e perda de peso
como sintomas mais comuns e progride ao longo de semanas a meses (OSMAN; KAGER,;
OSKAM, 2000; WERNECK et al., 2003; COLLIN et al.,, 2004; BRAGA; TOLEDO;
RABELLO, 2013).

As criancas podem desenvolver diarréia, atraso no crescimento e distensdo
abdominal, ocasionado principalmente pela disseminagdo dos parasitas que induzem ao
acumulo de células fagociticas mononucleares no ambito dos 6rgdos invadidos e leva a uma
hiperplasia secundaria das células reticulo-endoteliais que se manifestam clinicamente como
esplenomegalia e hepatomegalia (Figura 2), todos os sinais classicos da LV (GRECH et al.,
2000).

Além disso, as complica¢Bes inerentes ao processo infeccioso decorrente do
estabelecimento da leishmaniose visceral classica podem levar a progressdo para a
leishmaniose visceral grave (LVG) e a morte. Nas duas ultimas décadas, a LV reapareceu no
mundo de forma alarmante e resulta em morte se ndo for tratada (PISCOPO; MALLIA
AZZOPARDI, 2007; MS, 2011). E véarios fatores progndsticos tém sido associados com o
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risco de morte por LV (WERNECK et al., 2003; COLLIN et al., 2004; COSTA et al., 2010,;
DE QUEIROZ SAMPAIO et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2010; COSTA et al., 2013;
COURA-VITAL et al., 2014; DRUZIAN et al., 2015). Em um estudo retrospectivo de coorte
de criancas e adolescentes com até 14 anos de idade admitidos em um hospital para
tratamento por LV, foram identificados fatores de risco associados com morte como:
hemorragia das mucosas, ictericia, dispnéia, infeccdes bacterianas, redu¢do do ndmero de
neutrofilos e plaquetas (DE QUEIROZ et al., 2010).

Um outro estudo de caso-controle, também obteve como resultado associado a morte
por LV, as infec¢BGes bacterianas, principalmente relacionadas a pneumonia e septicemia
(COSTA et al., 2010). Além disso, o sangramento foi outro resultado deste estudo, que além
da associacdo com a evolugdo grave da doenca foi relacionado com a carga parasitaria da
medula 6ssea e a anemia grave (COSTA et al., 2010). Uma forte correlagdo entre os pacientes
com LV e a carga parasitaria da medula dssea também foi demonstrado por um estudo, cujos
pacientes que morreram e aqueles que tiveram um curso clinico draméatico com epistaxe,
edema e ictericia foi verificado que a carga parasitaria era maior (SILVA et al., 2014).

Outro fator de risco associado com a morte por LV é a prépria terapia empregada.
Até 0 momento, os antimoniais pentavalentes, o estibogluconato de sodio e antimoniato de
meglumina tem sido o tratamento de primeira linha para LV em muitas &reas ha mais de 70
anos (CHAPPUIS et al., 2007). Os efeitos adversos com os antimoniais sdo freqlentes e a
morte por causa de pancreatite aguda ou disrritimia cardiaca podem ocorrer (MUELLER et
al., 2009). Em um estudo realizado, foi relatado uma taxa de mortalidade em torno de 18,5%
com o uso de antimoniais em pacientes com LV (LYONS; VEEKEN; LONG, 2003).

No Brasil, a resposta aos antimoniais pentavalentes € satisfatdria, mas a taxa de
mortalidade é também elevada em torno de 9% (JERONIMO et al., 1994; WERNECK et al.,
2003). Tambem foi demonstrado, que criancas com menos de 1 ano de idade e pacientes com
comorbidades ou infec¢des bacterianas apresentavam maior risco de resposta insatisfatoria ao
tratamento com antimoniais (SANTOS et al., 2002).

De modo geral, tanto o parasita quanto a resposta imune do hospedeiro séo
determinantes no desenvolvimento da doenca e podem influenciar na taxa de falha do
tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006). Desta forma, tambeém foi demonstrado,
gue mesmo com o tratamento recomendado, alguns pacientes evoluiam com sangramento
intenso, coagulacdo intravascular disseminada, neutropenia, trombocitopenia, co-infecgOes
bacterianas, dispnéia, edema, ictericia e/ou vémitos que levavam a morte (COSTA et al.,
2013).
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Sendo assim, o reconhecimento precoce dos pacientes que poderdo evoluir com
gravidade € de fundamental importancia para reduzir a letalidade por meio da instituicdo de

medidas profilaticas e terapéuticas oportunas (MS, 2011).

Assim, a identificacdo dos fatores prognosticos podera auxiliar na reducéo das taxas
de mortalidade através do desenvolvimento de novas intervengdes médicas, auxiliando no
monitoramento da progressao da doenca, e facilitando o aconselhamento de pacientes sobre o
seu futuro estado de saide (MOONS et al., 2009; RILEY et al., 2013). No caso da LV,
indicadores prognosticos de gravidade da doenga também podem ser usado para determinar se
0 tratamento deve ser realizado em unidades basicas de satde ou nos centros de cuidados
especializados, e seria de valor consideravel na prescricao de intervencdes especificas para 0s
pacientes que correm maior risco de éxito letal (WERNECK, 2003; DE QUEIROZ
SAMPAIO et al., 2010; MS, 2011; BELO et al., 2014).

3.2 Aspectos imunoldgicos da leishmaniose visceral classica e leishmaniose visceral

grave

A imunidade a infeccdo por Leishmania é mediada por células e resulta na morte de
organismos intracelulares por macrofagos ativados e respostas citotoxicas (BACELLAR et
al., 2000). Vérios fatores influenciam a resisténcia ou susceptibilidade a LV, incluindo o
parasita, a genética do hospedeiro e fatores do ambiente (KUMAR; NYLEN, 2012). Apds a
entrada de promastigotas metaciclicas na derme do paciente o sistema imune inato da pele
detecta as promastigotas invasoras e recruta células inflamatorias para o local da invasao além
de propiciar a inducdo da imunidade adaptativa envolvendo neste processo receptores de
reconhecimento de padrbes e receptores complementares presentes em diferentes células,
incluindo macréfagos, células dendriticas, neutrofilos e células NK (Natural Killer)
(KHADEM; UZONNA, 2014). O reconhecimento do parasita por receptores tipo “Toll”
(TRLs) conduz a ativagdo de vias de sinalizagdo intracelular que sdo necessérias para a
iniciacdo de respostas inflamatorias e de controle da proliferacdo dos parasitas pela resposta
imune inata (FARIA; REIS; LIMA, 2012).

Os neutrofilos desempenham um papel importante, podem modular o
desenvolvimento da resposta imune anti-Leishmania pela sua capacidade em secretar
citocinas, quimiocinas e contetdo granular, além da sua interacdo direta com outras células
residentes e inflamatérias no local da infec¢do (TACCHINI-COTTIER et al., 2000;
RIBEIRO-GOMES et al., 2007; CHARMOY et al., 2010; RIBEIRO-GOMES; SACKS,
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2012). Na verdade, os neutrofilos séo as primeiras células a chegar ao local da infec¢do dentro
de poucos minutos ap6s a picada pelo flebotominio (PETERS et al., 2009). Sendo importante
notar, que no interior dos neutr6filos os parasitas podem sobreviver, mas nenhuma
multiplicacdo dos parasitas foi observada (LAUFS et al., 2002). Portanto, essas células podem
servir apenas como hospedeiras temporéarias para os parasitas dentro das primeiras horas/dias
apos a infeccdo (AGA et al., 2002; VAN ZANDBERGEN et al., 2004).

Em geral, pouco se sabe sobre o papel dos neutréfilos na leishmaniose humana.
Porém em estudos baseados em neutr6filos humanos (e macréfagos), foi verificado que nas
infeccbes com L. major, os neutrofilos funcionavam como células hospedeiras que entravam
em apoptose, cuja estratégia, chamada de “cavalo de Troia" facilitava a transferéncia do
parasita para 0os macréfagos do hospedeiro (LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH,
2003; VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Outra estratégia, denominada de “coelho de
Troéia”, foi verificado que os parasitas, Leishmania major, escapam dos neutrofilos antes de
infectarem macréfagos (PETERS et al., 2009). Além disso, foi demonstrado que a chegada de
macréfagos para o local da infeccdo podem induzir apoptose de neutréfilos, um efeito
reforcado pela presenca dos parasitas (ALLENBACH et al., 2008). Nesta estratégia, 0s
neutrofilos apoptéticos também silenciam os macrofagos do hospedeiro, permitindo uma
infeccdo produtiva da Leishmania (RITTER; FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN,
2009).

Os neutrdfilos também desempenham um papel importante no controle do
crescimento inicial do parasita no baco e na medula 6ssea, mas ndo no figado (ROUSSEAU et
al., 2001), fato que foi confirmado por um estudo realizado (MCFARLANE et al., 2008) que
verificaram que a deplecdo de neutréfilos no inicio da infecgdo por L. donovani levou a um
aumento da carga de parasitas tanto no bago quanto na medula 6ssea, mas ndo foi observado
no figado. De modo geral, parece que a auséncia de neutréfilos proporciona um meio perfeito
para o desenvolvimento de respostas Th2 néo protetora (BACELLAR et al., 2000).

Outras células que fagocitam Leishmania e contribuem para os processos de decisdo
inicial que regulam a resisténcia e/ou suscetibilidade a infeccdo sdo as células dendridicas e 0s
macréfagos. As células dendriticas infectadas produzem I1L-12, que € critico para o
desenvolvimento de células CD4" Thl na producdo de IFN-y, ji a auséncia de IL-12 leva a
expansao progressiva de células Th2 (KHADEM; UZONNA, 2014). No entanto, ao contrario
das células dendriticas, os macrofagos infectados por Leishmania sdo incapazes de produzir
IL-12 e, portanto, acredita-se que ndo desempenham um papel significativo na iniciacdo da
imunidade adaptativa protetora (GORAK; ENGWERDA; KAYE, 1998; KHADEM;
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UZONNA, 2014)]. Porém, uma vez que os macrdfagos sdo as principais células efetoras na
leishmaniose, estas podem ser instruidas para matar ou para promover o crescimento de
parasitas intracelulares como a Leishmania, e isso, depende do equilibrio de duas enzimas
induziveis, a 6xido nitrico sintase 2 (NOS2) e arginase. Estas duas enzimas utilizam um
substrato comum, L-arginina, e séo reguladas de forma competitiva por citocinas tipol (IFN-
Y, TNF-a, TNF-B) e tipo 2 (IL-4, IL-10, IL 13) (MODOLELL et al., 1995; GANTT et al.,
2001).

Desse modo, o destino do parasita intracelular vai depender da resposta montada pelo
tipo de sinal que o0 macrofago recebe: se o tipo 1 que induz a ativacdo classica do macréfago e
expressao da o6xido nitrico sintase induzivel (NOS2) que oxida L-arginina em 6xido nitrico
(NO), um metabolito responsavel pelo morte do parasita (GANTT et al., 2001; DESCHACHT
et al., 2012) ou do tipo 2 que resulta na ativacdo alternativa dos macréfagos e a inducdo da
arginase (LOKE et al., 2002). A arginase inicia uma das vias classicas de degradacdo da
arginina produzindo poliaminas que sdo necessarias para o crescimento do parasita além de
regular a sintese de NO (WU; MORRIS, 1998). Em um trabalho desenvolvido in vivo, foi
demonstrado que a manutencédo da atividade da arginase promove o crescimento do parasita e
o0 desenvolvimento descontrolado da patologia (KROPF et al., 2005).

Além das TRLs, os receptores do sistema complemento contribuem para a deteccao
da infeccdo por Leishmania e a promocdo da iniciacdo de respostas inflamatdrias. Apos a
infeccdo com promastigotas na pele, ambas as vias, classica e alternativa, do sistema
complemento sdo ativadas, promovendo a lise dos parasitas mediada pelo complexo de ataque
a membrana, embora, algumas espécies do parasita Leishmania evoluiram para explorar esta
via para melhorar a sua infecciosidade e sobrevivéncia no hospedeiro (LAURENTI et al.,
2004; MAURER; DONDJI; VON STEBUT, 2009).

Em um estudo desenvolvido com L. infantum (chagasi), mostrou que as
promastigotas metaciclicas entram nos macrofagos através do receptor CR3, que reconhece a
proteina do complemento inativada (C3bi), e ndo estimula a liberacdo de intermediarios
reativos do oxigénio que atacam o parasita, ou seja, ocorre transitoriamente subvercdo da
atividade dos macrdfagos (UENO et al., 2009).

De modo geral, uma forte resposta de producdo de citocinas induzidas durante a LV,
principalmente a produgdo de IFN-y, parece crucial para o controle dos parasitas e para 0
desenvolvimento de resisténcia a infeccdo (KEDZIERSKI; EVANS, 2014). No entanto, varias
citocinas e quimiocinas sdo produzidas em resposta a infec¢do por LV com niveis elevados de
IFN-y, TNF, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, I1L-18, IL-33, IP-10 e MIG observados no soro
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de pacientes com LV (KURKJIAN et al., 2006; COSTA et al., 2012). Assim, a infeccdo ativa
ndo € devido a auséncia de uma resposta pro-inflamatoria, mas esta associada com a presenca
de ambas as citocinas Thl e Th2. Desse modo, o paradigma Thl e Th2, que retrata a LC, ndo
tem um papel tdo claro na determinacéo dos perfis de resisténcia/susceptibilidade na infeccao
em humanos ou em modelos experimentais com LV (MIRALLES et al., 1994).

Um novo quadro bioldgico envolvendo citocinas inflamatorias e gravidade da doenca
em pacientes com LV foi mostrado (COSTA et al., 2013), onde as concentracdes mais
elevadas de IL-6, IL-8, IFN-y precederam a morte em pacientes com LV, mas ndo de outras
citocinas inflamatérias. Além disso, IL-1B, IL-6, IL-8, IFN-y, e TNF-o também foram
correlacionadas com uma matriz de dados clinicos e laboratoriais tipicamente encontrados em
pacientes com LV grave. Neste trabalho, também foi verificado que a IL-6 e IFN-y estavam
fortemente associados como marcadores da coagulacdo intravascular disseminada e a IL-6
ainda parece desempenhar um papel central no desencadeamento de sintomas e controle de
outras citocinas (COSTA et al., 2013). Este quadro bioldgico levou (COSTA et al., 2010) a
acreditar na hipdtese de que estas citocinas medeiam a patogénese da LV grave, sugerindo
resultados semelhantes aos da sepse e da malaria, cujo mecanismo é a resposta inflamatoria

sistémica com faléncia maltipla dos 6rgaos.
3.3 A patogénese da Leishmania segundo o quadro dano-resposta

As interacOes parasita-hospedeiro (IPH) deflagram a patogénese da doenga, e tanto o
parasita quanto hospedeiro contribuem para o desenvolvimento da mesma, que pode gerar
danos ao hospedeiro ou nao, dependendo da sua resposta imunologica (CASADEVALL,
PIROFSKI, 1999). Neste contexto, é possivel analisar a patogénese da leishmaniose sob o
ponto de vista do quadro dano-resposta no qual se avalia os danos no hospedeiro como uma
funcdo da resposta imune no préprio hospedeiro e cujos danos variam de acordo com a
magnitude da resposta imune (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999, 2003, 2009).

A resposta imune fraca é insuficiente para trazer beneficios ao hospedeiro e os danos
sdo gerados principalmente pelo patdgeno. Ja, respostas imunes fortes sdo excessivamente
inapropriadas e também geram danos ao hospedeiro (CASADEVALL; PIROFSKI, 2003;
PIROFSKI; CASADEVALL, 2015). Uma resposta que evita ou minimiza danos no
hospedeiro € considerada adequada (CASADEVALL; PIROFSKI, 1999). Badaro et. al.,
demonstraram que a proporcdo da LV subclinica em relagdo a sintomatica é estimada em ateé
18:1 (BADARO et al., 1986), Assim, muitas pessoas infectadas com espécies causadoras de

LV desenvolvem uma resposta imune eficaz e a doenca clinica ndo se manifesta (MCCALL;
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ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013) No entanto, uma resposta imune fraca, promovida por
uma imunossupressdo induzida pelo aumento de citocinas pro-inflamatorias (Th-1/1L-12) e
contrabalanceada pelas regulatorias (Th-2/1L-10), favorece o estabelecimento da infecgéo,
provavelmente através dos mecanismos de defesa do parasita, fatores de viruléncia (FV), bem
como a visceralizagdo e o crescimento da Leishmania (MCCALL; ZHANG;
MATLASHEWSKI, 2013). O hospedeiro torna-se sintoméatico e manifesta neste quadro
(Figura 3), o desenvolvimento de febre, hepatoesplenomegalia, perda de peso e anemia, ou
seja, os sinais classicos da LV (NYLEN; SACKS, 2007; VERMA et al., 2010; COSTA et al.,
2013).

Por outro lado, uma vez que estes parasitas ndo produzem toxinas e ndo destroem as
células do paréngquima (COSTA et al., 2010), um quadro de resposta imune celular excessiva,
mediado pela liberacdo de varias citocinas como, interleucinas 6 e 8 (IL-6, IL-8), interferon-y
(IFNy) e fator de necrose tumoral (TNF) foi associado com a inflamagdo sistémica
prejudicial, permitindo tanto a proliferacdo da Leishmania, quanto o desenvolvimento dos
sintomas, gerados pelos danos causados pela resposta imune exagerada (RIE), tais como, as
manifestacdes hemorragicas, ictericia, sepse, edema e insuficiéncia renal (glomerulonefrites)
caracterizando a leishmaniose visceral grave com progressdo letal (COSTA et al., 2010,
COSTA et al., 2013; SILVA et al., 2014). Recentemente, foi demonstrado por Silva et al.,
2014 que os pacientes que tinham morrido apresentaram uma carga parasitaria muito maior do
que aqueles que foram curados, sugerindo que a carga parasitaria, de fato, aumenta a
inflamacdo sistémica. Além disso, a desnutri¢do, aparentemente, prejudica a resposta efetiva
do hospedeiro uma vez que o baixo peso foi associado a carga parasitaria (SILVA et al.,
2014).

3.4 A viruléncia do parasita Leishmania

Além da resposta imune montada que define a patogénese em termos de danos ao
hospedeiro, outro aspecto importante e que também afeta a IPH é a viruléncia, uma
propriedade do patdgeno, mas modulada pela susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro
(CASADEVALL; PIROFSKI, 2001, 1999). Varios componentes microbianos sao
determinantes para o desenvolvimento da viruléncia por facilitar a entrada e a evasdo das
defesas do hospedeiro bem como favorecer a replicacédo, neutralizacdo das respostas imunes e
a capacidade de adquirir nutrientes e sentir as mudancas do meio ambiente (CASADEVALL,;
PIROFSKI, 2009, 1999).
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Na Leishmania, durante a diferenciacdo de promastigota para amastigota, o parasita
sofre alternéncia de hospedeiro e € sujeito a mudangas rapidas em funcdo do novo ambiente,
(MCCONVILLE; HANDMAN, 2007). Assim, as alteracdes morfologicas e fisiologicas que
estes parasitas sofrem sdo o resultado da regulacéo diferencial de uma variedade de genes e
proteinas que sdo expressos e ddo a estes organismos a capacidade de resistir e sobreviver a
essas novas condicdes (ROCHETTE et al., 2009). Nesta IPH, os mdltiplos FV produzidos
(Tabela 1), podem intensificar o grau de dano ao hospedeiro em funcdo do grau da resposta
imune induzida (CHANG, 1990), embora, nenhum FV que possa desencadear a doenca grave
da LV, foi identificado.

3.4.1 Fatores de viruléncia em promastigotas e/ou amastigotas ancorados no

glicosilfostatidilinositol (GPIs)

3.4.1.1 Lipofosfoglicano (LPG)

E a principal macromolécula do glicocélix da superficie de promastigotas (MOODY;
MCCONVILLE; BACIC, 1993). Diferencas na composi¢cdo dos aclcares destas moléculas,
tem sido relacionadas a variabilidade intra e inter-espécies com implicagcfes na antigenicidade
destes parasitas (COELHO-FINAMORE et al., 2011; IBRAIM et al., 2013). As Leishmanias,
para sobreviverem intracelularmente, utilizam estratégias que desativam funcionalmente os
macrdfagos das células hospedeiras, geralmente, manipulando vias de transduc@es de sinais
(REINER, 1994).

Recentemente, em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humanas
infectadas com L. mexicana, foi demonstrado que o LPG pode induzir a producéo de citocinas
pelos receptores TLR2 e TLR4 (Toll-like) dos macrofagos, mediados pelas vias, quinase
extracelular regulada por sinal (ERK) e proteina quinase ativada por mitégeno p38 (MAPK)
(ROJAS-BERNABE et al., 2014). Na L. major, em estudos in vitro com PBMCs humanas, a
sinalizacdo ativada pelo LPG, resultou em producdo elevada de citocinas e espécies reativas
do oxigénio (ROS) (KAVOOSI; ARDESTANI; KARIMINIA, 2009).

3.4.1.2 Fosfolipidios de glicosilinositol (GIPLS)

A superficie de promastigotas e amastigotas de Leishmania € também revestida com
uma classe de pequenos fosfolipidios de glicosilinositol (GIPLs) (DESCOTEAUX; TURCO,
1999). Em L. donovani, bem como L. infantum e L. brasiliensis foi verificado através de

estudos in vitro em macrofagos murinos, que os GIPLs ajudam na sobrevivéncia dentro do
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macrofago por inibir a éxido nitrico sintase induzivel (iNOS) na producdo de NO, que é
toxico para esses parasitas, além da via de sinalizacdo dependente da Proteina quinase C
(PKC) (CHAWLA; VISHWAKARMA, 2003; ASSIS et al., 2012;).

3.4.1.3 Proteofosfoglicanos (PPGs)

Sédo polipeptideos altamente glicosilados com potenciais para viruléncia e que podem
ser encontrados em varias formas; a filamentosa (fPPGs), a secretada (sPPGs) e a forma
ligada a componentes de membrana (mPPGs). Estas diferentes formas dos PPGs
desempenham papéis importantes no estabelecimento da infec¢do pela Leishmania (ILGS et
al., 1994; ILG et al., 1996). Foi demonstrado, que o fPPG secretado pelo parasita é inoculado
junto com a saliva do inseto vetor (L. longipalpis) na pele do hospedeiro facilitando a
infeccdo e a visceralizagdo do parasita em modelos murinos in vivo (STIERHOF et al., 1999;
ROGERS et al., 2010). Ja os sPPGs, parecem ser um potente indutor de ROS e IL-10, e em
menor grau de IFN-y e I1L-12, nas PBMCs humanas em trabalhos in vitro (KAVOOQOSI et al.,
2008).

3.4.1.4 KMP-11

E um complexo protéico, assim chamado, devido & presenca de uma proteina de 11
kDa (kiloDalton) na membrana de todos os protozoarios cinetoplastideos (STEBECK et al.,
1995). Em macrofagos murinos infectados (in vitro) com L. amazonensis, o aumento da CP é
0 resultado da estimulacdo da producdo de IL-10, e da atividade da arginase que inibe a
sintese de NO, induzidos pela KMP-11, favorecendo a replicacdo do parasita (LACERDA et
al., 2012).

A antigenicidade destas proteinas também foram demonstradas em modelos caninos
infectados com L. infantum (in vivo), e em PBMCs humanas infectadas com L. donovani (in
vitro) em que promoveu um aumento do nivel de expressdo dos mRNAs de IFN-y, induzindo
respostas imunes Thl (CARRILLO et al., 2008). Além disso, a ativacdo da via do fator de
transcrigdo nuclear (NFk-P), através das células dendriticas (CD), induzindo a producdo de
IL-10 e do fator transformador de crescimento beta (TGF-B) em macrofagos, podem alterar o
resultado da doenca (CHAUDHARY et al., 2014).
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3.4.1.5 Antigeno de superficie de promastigota (PSA)

Também conhecido como (gp46), representa uma glicoproteina de superficie
abundante que estd presente em duas formas: solGvel e ancorada a membrana (BEETHAM,;
DONELSON; DAHLIN, 2003). Na L.infantum, este antigeno é capaz de induzir in vitro, a
resisténcia a lise mediada pelo sistema complemento humano (LINCOLN et al., 2004).
Também foi sugerido, que esta proteina, favoreceu a proliferacdo celular (in vitro) da L.
donovani, da superficie da pele dos pacientes com PKDL (Leishmaniose dérmica pos calazar)
(SALOTRA et al., 2006).

3.4.2 Enzimas associadas a fatores de viruléncia em promastigotas e/ou

amastigotas.
3.4.2.1 Leishmanolisina ou gp63

E uma metaloproteinase de 63 kDa, presente na superficie das Leishmanias
(RAMAMOORTH et al., 1992), que atua sobre uma ampla gama de substratos das células
hospedeiras alterando a maquinaria de vias de sinalizagdo celular como, a inibi¢cdo da p38
MAPK (HALLE et al., 2009). Recentemente foi identificado na Leishmania, um sistema de
secrecdo baseado nos exossomos (SILVERMAN et al., 2010) onde a gp63 secretada por este
sistema na L. major, € crucial para a dimimuicdo da resposta inflamatdria inata in vitro,

durante o inicio da infeccdo pelo parasita em macréfagos murinos (HASSANI et al., 2014).

Também foram identificados, um grande grupo de proteinas de membranas,
denominadas de sinaptotagminas (Syt) (VINET; FUKUDA; DESCOTEAUX, 2008), em
macrofagos murinos, como a Syt XI, que promove a regulagdo da secrecdo de citocinas (TNF
e IL-6), a captacdo de particulas na fagocitose e a atividade microbicida dos macrofagos
(ARANGO DUQUE; FUKUDA; DESCOTEAUX, 2013). A gp63 de promastigotas de
Leishmania major e L. donovani degradam a Syt XI dos vacuolos parasitoforos de
macrofagos murinos, in vitro, favorecendo um aumento da secrecdo de TNF e IL-6 além do
recrutamento de fagdcitos para o local da infeccdo, contribuindo para o estabelecimento da
doenca (ARANGO DUQUE et al., 2014).

3.4.2.2 Cisteinas-proteases (CisPs)

Sao enzimas que exibem papéis criticos na patogénese de varias infec¢Bes por

parasitas protozoarios. A maioria das CisPs de Leishmanias, foram denominadas de: CPA e
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CPB (Catepsinas tipo L) e CPC (Catepsinas tipo B) (MOTTRAM; COOMBS;
ALEXANDER, 2004). Recentemente, foi verificado uma grande diversidade de genes de
proteases entre as espécies de Leishmanias, um aspecto que pode estar relacionado com suas
adaptacBes a cada microambiente habitado por estes parasitas, (SILVA-ALMEIDA et al.,
2014). VariagOes no padréo de expressédo de genes das CisPs em hospedeiros murinos com
distintos niveis de susceptibilidade a infeccdo por L. amazonensis, foram observados e 0s
genes CPBs expressaram mais do que os CPCs, independente da linhagem do hospedeiro
(PEREIRA; BRITTO; ALVES, 2012).

Em L. infantum, foi demonstrado in vitro, que a CPA estd relacionada com a
habilidade em infectar as células do hospedeiro mamifero (DENISE et al., 2006), e a CPC,
além de auxiliar na IPH, também colabora com a sobrevivéncia dentro dos macrofagos
humanos, atraves da ativagdo do TGF-B latente (SOMANNA; MUNDODI; GEDAMU,
2002). Mais recentemente, investigaram o papel das CPCs, em CD e macrofagos murinos
infectados in vitro por L. major, avaliando o controle dos mediadores da resposta Thl durante
a infeccéo e a proliferacdo dos parasitas. Os dados mostram que a CPC induziu uma maior
expressao de citocinas IL-12 liberadas pela resposta Thl, sugerindo que esta protease tenha
um papel regulador sobre esta resposta em funcdo da sua sub-regulacdo (GONZALEZ-LEAL
etal., 2014).

3.4.2.3 Fosfatase &cida (AcP)

As proteinas AcPs que apresentaram localizacdo extracelular do seu dominio
catalitico, pertencem a uma nova familia de ecto-fosfatases e foram identificadas na superficie
celular de promastigotas de L. major (AGUIRRE-GARCIA et al., 2006) e L. amazonensis
(ALMEIDA-AMARAL et al., 2006). Recentemente, uma AcP de membrana da L. donovani
(LdMACP), foi caracterizada como polimorfica e divergente na especificidade dentro do
complexo da L. donovani, sugerindo diferencas na localizacdo e/ou na atividade enzimatica.
Além disso, é possivel que esta proteina, manipule um sistema de reconhecimento de sinal em
macrofagos murinos, a fim de obter acesso para sobreviver no meio intracelular (PAPADAKI
etal., 2015).
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3.4.2.4 Sistemas Tripanotiona/Tripanotiona redutase (TR/T(SH)2) e Triparedoxina
[Triparedoxina peroxidase (TXN/TXNPX)

O sistema TR/T(SH)2, € um complexo multienziméatico central nos sistemas de
defesa redox dos Tripanossomatideos (DUMAS et al., 1997). Em L. infantum, foram
identificados dois genes que codificavam, uma TXN localizada no citosol (LITXN1) e outra
na mitocondria (LiTXN2), esta Gltima, parece participar de uma via para a desintoxicacdo do
hidroperoxido em mitocondrias, semelhante ao da proteina citosélica (CASTRO et al., 2004).

Em L. donovani transfectada com uma cTXNPx mais resistente ao H20, e NO, foi
demonstrado in vitro um aumento de expressdo da proteina e da viruléncia, gerando elevada
CP nos macréfagos murinos (IYER et al., 2008). A importancia desta enzima, também foi
verificada, ao longo do ciclo de vida da L. infantum (ROMAO et al., 2009), bem como o seu
papel, nas funcdes efetoras das células B, conduzindo a secrecdo de IL-10 e a producdo de
anticorpos especificos potencializando a progressdo da doenga (MENEZES CABRAL et al.,
2008).

3.4.3 Outras proteinas e antigenos como fatores de viruléncia em promastigotas

e/ou amastigotas

3.4.3.1 Proteinas de choque térmico (HSP)

Sdo proteinas que exibem funcbes de chaperonas auxiliando nos dobramentos
protéicos, montagens de proteinas complexas e nas translocacGes de proteinas atraves dos
compartimentos celulares (BLACHERE et al., 1997; RAFATI et al., 2007). Na L. donovani a
HSP70 foi caracterizada como um antigeno dominante, alvo da resposta imune humoral nas
infeccbes (MACFARLANE et al., 1990). Em L. infantum, também foi demonstrado que as
proteinas HSP70 e HSP83 se comportam como potentes mitdgenos in vitro para as células B
dos esplendcitos murinos (RICO et al., 2002). Recentemente, foi avaliado in vitro a eficacia
protetora destas proteinas em murinos infectados com L. donovani, mostrando uma forte
resposta protetora contra a LV, verificada pela CP reduzida e aumento dos niveis de 1gG2a,
IFN-y e IL-2 (KAUR; KAUR; KAUR, 2011).

3.4.3.2 Histonas

Sao proteinas conservadas que se associam com o DNA para formar o nucleossoma

em eucariotos. Na L. infantum, as histonas nucleares induziram uma resposta humoral in vitro
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com o soro de cdes com LV (LVC) (SOTO et al., 1995). Foi demonstrado, que a histona H2B
da L. major, apresenta tanto a capacidade de induzir a proliferacdo de altos niveis de PBMCs
humanas, in vitro, quanto IFN-y em individuos com LC, além de promover uma resposta Thl
com menor nivel de IL-10 (MEDDEB-GARNAOQOUI et al., 2010). Na L. donovani proveniente
de pacientes com LV resistente aos antimonios, a avaliagdo da expressdo dos genes,
identificaram elevada expressdo que codificavam varias histonas (H1, H2A, H4) e MAPK1
(SINGH et al., 2010).

3.4.3.3 Proteina A2

Foi identificada pela primeira vez em amastigotas de L. donovani (CHAREST,;
MATLASHEWSKI, 1994). E a sua expressao foi demonstrada em L. major, caracterizando o
seu papel na sobrevivéncia e na visceralizacdo do parasita (ZHANG; MATLASHEWSKI,
2001). MCCALL et al, (2010) indentificaram uma chaperona ligada ao reticulo
endoplasmatico (BiP) que colocaliza-se e liga-se com a proteina A2, seguinte ao estresse pelo
choque térmico. Este mecanismo parece ser importante na protecdo da L. donovani ao stress
associado pela infeccdo em oOrgdos viscerais, incluindo a febre (MCCALL,;
MATLASHEWSKI, 2010) e estresse oxidativo (MCCALL; MATLASHEWSKI, 2012;
SARKAR et al., 2012).

Diferencas no nivel de expressdo do mRNA da proteina A2 em pacientes com LV e
PKDL por L donovani e pacientes com LC por L. tropica mostraram niveis mais elevados de
expressdo na LV e mais baixo na PKDL e LC (SHARMA et al., 2010). Apesar da LV e
PKDL serem provenientes do mesma espécie, tem sido recentemente sugerido que
polimorfismos (SNPs) e/ou variacBes no nimero de copias de genes da mesma espécie (L.
donovani), pode estar relacionado com esses fendmenos, responsaveis pela diferenca no
tropismo e na patologia alterada (ZHANG et al., 2014). Esses fendmenos, também ja foram
observados, onde a amplificagdo do cromossomo pode alterar a expressdo dos genes em
resposta as condi¢bes ambientais do hospedeiro, fornecendo uma base genética para 0
tropismo da doenca (ROGERS, 2012).

Recentemente, foi demonstrado através de andlise protedmica, que cepas de L.
donovani que causavam sindromes clinicas diferentes, ndo apresentavam grandes mudancas
nos perfis protebmicos, mas diferiram em vias de sintese, protecéo e sinalizagdo em relacdo as
vias de transporte e tréafico, sugerindo que a L. donovani é adaptavel e pode remodelar seu
proteoma para sobreviver em diferentes ambientes no seu hospedeiro (MCCALL et al., 2015).

Todas estas observagdes mostram que a proteina A2 desempenha um papel importante na
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sobrevivéncia destes parasitas, e a avaliacdo da imunizacdo com proteina recombinante A2
mostrou significativa protecdo contra a infeccdo, além de protecdo parcial contra espécies de
Leishmania, induzindo uma resposta imune Thl, o que a capacita para ser alvo potencial de
vacina (GHOSH; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2001; ZANIN et al., 2007).

3.4.3.4 Amastina

E uma proteina de superficie abundante que foi identificada em amastigota de
Leishmania, e compartilha homologia com as amastinas do T. cruzi (WU et al., 2000). A
analise de expressdo em L. major e L. infantum demonstraram que algumas amastinas sdo
estagio-especifica do seu ciclo de vida, e que os perfis de expressao dos varios ortélogos sdo
diferentes entre estas duas espécies (ROCHETTE et al., 2005).

Em um recente trabalho com L. braziliensis, foi demonstrado que as amastinas a, B, y
e 0 sdo localizadas na superficie do parasita e que a ndo expressdo da 6-amastina, resulta em
diminuigdo da sobrevivéncia e proliferagdo dos parasitas intracelulares tanto apos a infeccdo
in vitro de macrdéfagos murinos quanto a infeccdo in vivo dos camundongos. Além disso,
alteracdes significativas entre as interacbes de membranas dos macrofagos e das amastigotas
intracelulares, sugerem que as amastinas sdo FV essenciais para a replicacdo do parasita no
interior da célula hospedeira do mamifero (DE PAIVA et al., 2015).

3.4.3.5 Proteina de superficie acilada e hidrofila (HASP)

Tambem classificada como HASPA e HASPB em Leishmania, sdo estagio reguladas
e expressas na membrana plasmatica do parasita apenas nas fases infecciosas (metaciclica e
amastigota) (ALCE et al., 1999). Estas proteinas apresentam dominios centrais repetitivos
altamente variaveis nas suas sequéncias de aminoacidos, dentro e entre especies, 0 que as
capacitam na antigenicidade ao cdo e ao homem, consistente com o papel no reconhecimento
imune do hospedeiro (MORENO et al., 2007; DEPLEDGE et al., 2010). Recentemente,
identificaram polimorfismos na regido repetida k26 da HASPB, mostrando variabilidade entre
os isolados de L. donovani de diferentes origens (ZACKAY et al., 2013).

Outra proteina metaciclica é a SHERP (proteina hidrofilica associada ao reticulo
endoplasmatico), cujo gene é encontrado dentro da familia de genes LmcDNAL6 da L. major
(SADLOVA et al., 2010). Além disso, juntamente com a HASPB, desempenham um papel
vital no processo de diferenciacio e/ou no parasita metaciclico da L. major (SADLOVA et al.,
2010; MOORE et al., 2011; MACLEAN et al., 2012).
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3.4.3.6 Haste/Rod paraflagelar (PFR)

Estas proteinas sdo um dos varios atributos Unicos que caracterizam a biologia dos
protozoarios cinetoplastideos. Os primeiros estudos identificaram duas proteinas abundantes,
a PFR-1 e PFR-2 (PORTMAN; GULL, 2010). O papel funcional da PFR foi demonstrado em
mutantes nocauteados de L. mexicana onde causou uma grande reducdo na velocidade da
motilidade destes parasitas (SANTRICH et al., 1997). Estas proteinas foram diferencialmente
expressadas em promastigotas pré-ciclicas e metaciclicas de L. major, correspondente com as
etapas infecciosas onde se observa maior necessidade de motilidade (MOJTAHEDI; CLOS;
KAMALI-SARVESTANI, 2008).

3.4.3.7 Analogo do receptor da proteina quinase C (LACK)

Na Leishmania, o antigeno LACK € um analogo do receptor da proteina quinase C
ativada em mamiferos (RACK), e muito conservado entre espécies de Leishmania
(GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 2001). A sua expressdo ocorre em ambas as formas
do parasita (HAMMOUDEH et al., 2014) e as sequéncias dos genes LACK em espécies que
causam a LV, sdo altamente conservados e apresentam pouca Vvariabilidade e maior
antigenicidade (SINHA; KUMAR; SUNDARAM, 2013). Esta antigenicidade foi
demonstrada apartir de diferentes epitopos da proteina LACK provenientes da L. major, que
estimularam o aumento dos niveis de MRNA de IL-4 pelas células T CD4+ (LAUNOIS et al.,
2007).

Em L. infantum, a LACK foi localizada proxima ao cinetoplasto e interage com
sequéncias de proteinas que estdo envolvidas em uma variedade de fungdes, desde replicacéo
do DNA, sintese do RNA, processamento de sinais de transducdo a regulacao do ciclo celular
(GONZALEZ-ASEGUINOLAZA et al., 2001). Recentemente, verificaram que a LACK da L.
mexicana, pode ligar e aumentar a ativacdo do plasminogénio promovendo a formacdo de
plasmina, sugerindo uma nova funcdo que pode contribuir para a capacidade de invasdo do
parasita (GOMEZ-ARREAZA et al., 2011).

3.4.3.8 Antigenos L. major stresse induzivel 1 (LmSTI1) e Antioxidante tiol
especifico (TSA)

O antigeno LmSTI1 foi identificado em isolados da L. major e codificado por um
gene de copia Unica altamente conservado em todo o género Leishmania. Além de ser

constitutivamente expressado tanto em promastigotas quanto amastigotas, esta proteina pode
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ser regulada positivamente em promastigotas por mudanga na temperatura (WEBB et al.,
1997). O TSA, outro antigeno também identificado na L. major, foi sugerido como candidato
a vacina devido a sua capacidade para induzir uma resposta Thl em camundongos infectados
por este parasita. Esta proteina, é conhecida por ser antigénica em ambos 0s sistemas murinos
e humanos (WEBB et al., 1998)

Além disso, tanto a LmSTI1 quanto o TSA tém sido testados em varias experiéncias
de imunizacdo, fornecendo resultados bastante variaveis. Foi verificado que estes antigenos
juntos ou individualmente, induzem a protecdo igualmente em murinos susceptiveis a L.
major induzindo respostas especificas CD4*/Thl quando juntos e CD8" apenas com TSA
(CAMPOS-NETO et al.,, 2002). Em modelos caninos infectados com L. chagasi, apos
imunizacdo com os antigenos TSA, LelF e LmSTI1 os resultados apontaram uma resposta
quase que exclusivamente Thl (FUJIWARA et al., 2005).

3.4.3.9 Fator de iniciacdo eucariotico (LelF)

E uma proteina de Leishmania homdloga ao fator de iniciagdo eucariotico elF4A
(CORDIN et al., 2006) e foi descrita originalmente como um adjuvante natural, do tipo Thl e
como um antigeno que induz resposta Thl mediada por IL-12 pelos PBMCs de pacientes com
leishmaniose (SKEIKY et al., 1995, 1998; BARHOUMI et al., 2006). Em L. donovani, o fator
de alongamento 2 (LelF-2) foi identificado como uma das proteinas imunoestimuladoras
potentes. E 0 seu recombinante, rLelF-2 foi capaz de estimular a producdo in vitro de
citocinas do tipo Thl (IL-12 e IFNy) em PBMCs de individuos normais e curados de LV, bem
como, forneceu uma protecdo consideravel em hamsters infectados (KUSHAWAHA et al.,
2011).

Também foi demonstrado, que a antigenicidade dos fragmentos desta proteina,
elF4A, homdloga da L. infantum em PBMCs humanas, onde os niveis de citocinas associados
a Thl pelos mondcitos humanos foram elevados (BARHOUMI et al., 2011). Recentemente,
em macréfagos murinos tratados com recombinantes LielF (fator de iniciacdo eucariético de
L. infantum)/IFNy, foi observado uma inibi¢do no crescimento intracelular do parasita através
de mecanismos que envolvem NO e ROS mediado por TNF-a ¢ MIP-lo (proteina
inflamatoria de macrdfago 1o) (KOUTSONI et al., 2014).
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3.4.3.10 Antigenos Lcrl e Ldp23

O Lcrl é um antigeno de amastigota de L. chagasi que estimula in vitro, células T de
esplenocitos murinos a secretar citocinas do tipo Th1/IFNy, mas nao do tipo Th2, isto sugere
que o Lcrl tem o potencial de influenciar a resposta imune do hospedeiro (WILSON et al.,
1995). Recentemente, um estudo comparativo entre as sequéncias do gene, Lcrl, a partir de
isolados de L. infantum de regiGes geograficas diferentes, mostraram alta identidade,
sugerindo um possivel uso clinico em potencial para o diagnéstico da leishmaniose por meio
de deteccdo de anticorpos (MAHMOUDZADEH-NIKNAM et al., 2010; NIKNAM et al.,
2014). Outro antigeno interessante € o Ldp23, uma proteina presente na superficie de
promastigota de L. donovani que é conhecida por acelerar in vitro a produgdo de IFNy,
enguanto inibe a producéo de IL-4 em macrofagos murinos (CAMPOS-NETO, 1995).

3.5 Diagnostico e tratamento da LV. Novas perspectivas?

O diagnostico da LV é complexo, pois suas caracteristicas clinicas assemelham-se
com outras doengas, como a maléria e febres entéricas (SUNDAR; RAI, 2002). Atualmente, 0
padrdo ouro para o diagndstico baseia-se na visualizacdo da forma amastigota do parasita em
macrdfagos através do exame microscopico de aspirados de tecidos (bago, medula 6ssea ou
nodulos linfaticos) (SRIVASTAVA et al., 2011). No Brasil, o teste parasitologico de aspirado
de medula dssea é o mais recomendado, seguido pelo isolamento do parasita em meio de
cultura (in vitro) (MS, 2006).

Em relacdo ao tratamento da LV, os antimoniais pentavalentes, ainda continuam
sendo o tratamento de primeira linha, apesar dos efeitos adversos (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2010). Em algumas regides endémicas, como Bihar na india, devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos antiménios, a anfotericina B, é a primeira escolha
(CROFT; OLLIARO, 2011). Além disso, outras drogas estdo em uso como a miltefosina
(BHATTACHARYA et al., 2007) e paromomicina (SUNDAR et al., 2011).

O desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose, tem sido uma prioridade
por muitos anos (SCHROEDER; AEBISCHER, 2011). Varias formulagbes de vacinas,
incluindo parasitas mortos, vivos atenuados, proteinas recombinantes de Leishmania ou DNA
codificador de proteinas, bem como moduladores imunoldgicos da saliva do fleb6tomo ja
foram examinados (KEDZIERSKI; ZHU; HANDMAN, 2006). Atualmente, com a
disponibilidade da seqliéncia completa do genoma de vérias espécies de Leishmania,
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perspectivas promissoras para o estudo de novas moléculas como candidatas a vacinas, tais
como, os varios exemplos de FV, aqui descritos (SINGH; SUNDAR, 2012).

Entre eles, a proteina A2, vem se destacando com resultados promissores para o
desenvolvimento de uma vacina para a LV humana (FERNANDES et al., 2012). A
imunogenicidade e imunidade protetora contra a infeccdo por L. chagasi com uma formulacéo
contendo a proteina recombinante rA2, foi avaliada em cédes vacinados. Os resultados
mostraram um aumento significativo dos niveis de anticorpos (IgG total e IgG2) e IFN-y alem
de baixo nivel de IL-10 com limitagdo na replicacdo do parasita e prevencdo da doenca grave
(FERNANDES et al., 2008).

ALVES et al. (2009), avaliando linfonodos de cées naturalmente infectados com L.
chagasi observaram que a CP em cées sintomaticos foi 73 vezes maior, além, da elevada
expressao de IL-10 e TGF-B sugerindo que estas citocinas sdo importantes na progressao da
doenca. Ja nos cdes assintomaticos, verificaram niveis de expressdo de IFNy e TNF-a
elevados e CP mais baixa, indicando que estas citocinas desempenham um papel na protecéo
contra a infecgéo.

No Brasil, a formulagdo da vacina recombinante da proteina A2 (Leish-Tec®) foi
licenciada, sendo a terceira vacina profilatica contra LVC, mas a primeira recombinante
comercializada no mundo (FERNANDES et al., 2012). Recentemente, regimes de imunizacgao
em primatas a base de rA2 (Ad5-A2) seguido por rA2/rhlL-12 (Interleucina 12 humana
recombinante/adsorvida em alimen) foi avaliado e apresentaram ap0s a infeccdo com L.
infantum, uma notavel protecdo clinica (GRIMALDI et al., 2014). Estes resultados tem
aproximado a perspectiva de desenvolvimento da vacina contra LV humana uma realidade

cada vez mais proxima.

3.6 Organizacao gendmica da Leishmania

Os genomas de multiplos tripanossomatideos foram sequenciados (BERRIMAN,
2005; GINGER, 2005; PEACOCK et al., 2007) e estdo disponiveis a partir de fontes como o
GeneDB (http://GeneDB.org) (HERTZ-FOWLER et al., 2004; ASLETT et al., 2009) e
fornecem importantes contribuicdes sobre a biologia dos tripanossomatideos e projetos
cruciais para as investigacbes em larga escala (CHOI; EL-SAYED, 2012). Apesar dos
tripanossomatideos divergirem ha 200-500 milhdes de anos atras (OVERATH et al., 2001;
DOUZERY et al., 2004), antecedendo o surgimento dos mamiferos (O’BRIEN, 1999), os
genomas das espécies sao altamente sinténicos, ou seja, mostram uma conservacao na ordem

dos genes (EL-SAYED, 2005). Aproximadamente nas 30 espécies de Leishmanias a ordem e
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a sequéncia dos genes sdo bastante conservadas (IVENS et al., 2005; DAVILA LOPEZ;
MARTINEZ GUERRA; SAMUELSSON, 2010; JACKSON, 2015).

As espécies de Leishmania do Velho Mundo (grupo da L. donovani, L. infantum e L.
major) tém 36 pares de cromossomos variando 0,28-2,8 Mb (Mega bases), ao passo que as
espécies do Novo Mundo tém 34 cromossomos com fuséo entre os cromossomos 8 + 29 e 20
+ 36 no complexo da L. mexicana e 35 cromossomos com fusdo do cromossomo 20 + 34 no
complexo da L. braziliensis (WINCKER et al., 1996; MYLER et al., 2000; IVENS et al.,
2005). A L. major (MHOM/IL/81/Friedlin) foi a primeira espécie a ser sequenciada e
forneceu o modelo para as analises gendmicas posteriores (SMITH; PEACOCK; CRUZ,
2007), com um genoma dipléide (IOVANNISCI; BEVERLEY, 1989; CRUZ; COBURN;
BEVERLEY, 1991; CRUZ; TITUS; BEVERLEY, 1993; REQUENA, 2011) de
aproximadamente 32.8 Mb e um total de 911 genes de RNA, 39 pseudogenes e 8.272 genes
codificadores de proteinas (IVENS et al., 2005; KAZEMI, 2011). Mesmo num contexto de
conteudo conservado de genes, sintenia e arquitetura, foi identificado cerca de 200 diferengas
ao nivel de contetido de gene ou pseudogene, incluindo 78 genes que sdo restritos a espécies
individuais mostrando diferencas significativas em relacdo ao genoma da L. major. A L.
infantum apresentou o tamanho do genoma de 32.1 Mb com uma correspondéncia de 98% em
relacdo ao genoma de referéncia (L. major) além de 8.195 genes (8.154 genes codificadores e
41 pseudogenes) (PEACOCK et al., 2007).

A organizacdo dos genes nos tripanossomatideos ocorre em grandes agrupamentos
de genes policistronicos (PGCs), isto é, dezenas a centenas de genes codificadores de
proteinas dispostos consecutivamente (in tandem) na mesma fita de DNA, comparaveis as
unidades policistronicas em procariotos, exceto que, 0s genes presentes ndo codificam
proteinas funcionalmente relacionadas (CLAYTON, 2002; CAMPBELL; THOMAS;
STURM, 2003; IVENS et al., 2005). Além disso, alguns genes estdo presentes como
maltiplas cépias, também como um mecanismo direto para aumentar a abundancia do
transcrito de proteinas constitutivamente expressadas, tais como as tubulinas, proteinas de
choque térmico, proteases, transportadores de glicose e antigenos de superficie, entre outras
(REQUENA, 2011). Este modo de organizacdo de gene incomum, foi observado pela
primeira vez no cromossomo 1 da L. major, que contem 85 genes organizados em duas PGCs
divergentes, com o0s primeiros 32 genes agrupados na fita de baixo e 0s 53 genes restantes
agrupados na fita de cima (MYLER et al., 1999; WORTHEY et al., 2003; MARTINEZ-
CALVILLO etal., 2010).
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3.7 Transcricdo e processamento pds transcricional.

A transcricdo nos tripanossomatideos € iniciada entre dois agrupamentos de genes
divergentes separados por curtas sequéncias de umas poucas quilobases denominadas de
regibes de alternancia de fitas para produzir pré-mRNAs policistrdnicos que serdo
posteriormente processados (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003; HAILE; PAPADOPOU
LOU, 2007; REQUENA, 2011). Com excecdo do promotor do gene da sequéncia lider
“spliced leader (SL)”, nenhum promotor reconhecido pela RNA polimerase Il foi identificado,
e somente alguns fatores de transcrigdo foram descritos (CRIBB; SERRA, 2009). Uma vez
que o pré-mRNA policistronico é produzido, duas reacfes acopladas permitem a geracdo de
transcritos monocistronicos maduros: trans-splicing e poliadenilacdo (TEIXEIRA; DA
ROCHA, 2003; ARAUJO; TEIXEIRA, 2011). Na reaco de trans-splicing, um pequeno RNA
(mini-éxon) de 39 a 41 nucledtidos, 0 RNA “Spliced Leader” (RNA-SL) fornece uma
estrutura de cobertura denominada “CAP” que constitui uma 7-metilguanosina (m’G), que é
adicionada através de uma reacdo de transesterificagdo ao terminal 5° de todos os RNAs
codificadores de proteinas conhecidos, ja no terminal 3” ocorre a clivagem e a poliadenilagdo
(Figura 4) (BANGS et al., 1992; TEIXEIRA, 1998; CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003;
LIANG et al., 2003;)

Ainda considerando o processamento nestes tripanossomatideos, de fato, ndo ha um
sinal de consenso especifico que permita a escolha do local do processamento. Varios estudos
tém demonstrado que regides ricas em polipirimidina dentro das regifes intergénicas parecem
guiar o SL e a poliadenilacdo, resultando na geracdo de mRNA maduro (HARTMANN et al.,
1998; HUMMEL; GILLESPIE; SWINDLE, 2000; ARAUJO TEIXEIRA, 2011). Outra
caracteristica interessante destes protozoarios é que a grande maioria dos seus genes
codificadores de proteinas ndo possuem introns, e a Unica excessdo até agora € 0 gene
codificador da Poli (A) polimerase (MAIR et al., 2000).

3.8 Regulacdo da expressdo génica.

Todos os genes que fazem parte de um PGC sdo transcritos no mesmo nivel, como
consequéncia da transcricdo policistronica. No entanto, os mMRNAs maduros de genes
adjacentes podem mostrar concentracdes muito diferentes e/ou expressdo stagio-especifica,
pois a expressdo de genes em tripanossomatideos € regulada principalmente pds-
transcricionalmente ao nivel de processamento e estabilidade do mRNA (CLAYTON, 2002;
HAILE; PAPADOPOULOU, 2007).
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A Leishmania (e outros tripanossomatideos) parece ter perdido, ou nunca adquiriu, a
capacidade de regular a iniciacdo da transcricdo de seus genes individuais (MARTINEZ-
CALVILLO et al., 2010) que se deve a quase auséncia de promotores para a RNA polimerase
I1. Nesta situacdo, os tripanossomatideos tem mecanismos alternativos potenciais para regular
a expressdo dos seu genes, como 0 processamento diferencial de transcritos policistronicos,
regulacao da estabilidade do mMRNA e traducdo, regulacdo pds-traducional e da meia-vida da
proteina (REQUENA, 2011).

Um aspecto interessante, € a plasticidade gendmica da Leishmania que em condicOes
de estresse pode tanto amplificar regibes cromossdmicas como cromossomos inteiros, além
de, também, induzir a perda de cromossomo como uma estratégia de emergéncia para a sua
sobrevivéncia e assim permitindo uma maior expressdo de proteinas especificas para lidar
com situacdes estressantes (BEVERLEY, 1991; DUJARDIN, 2009; LEPROHON et al.,
2009). Outra caracteristica notavel ¢ que 0s genes repetidos mostram uma consideravel
conservacdo nas regides codificantes, mas divergéncias significativas nas regifes néo
traduziveis (UTRs) (REQUENA, 2011).

Isso se reflete no desenvolvimento da Leishmania onde os niveis de expressao dos
genes estdo atrelados as fases do seu crescimento, como visto em um estudo
(RAMAMOORTH et al., 1992; YAO; DONELSON; WILSON, 2003), em que a gp63
(Glicoproteina 63) ou MSP (Major Surface Protease), uma abundante protease de superficie
que ¢é codificada por pelo menos 18 genes dispostos “in tandem” na L.chagasi, a expressao
dos seus mMRNAs se dividem em trés classes (MSPL, MSPS, MSPC) de acordo com as suas
3’UTRs unicas e expressdo diferencial durante o ciclo de vida do parasita. Ou seja, 0S
mRNAs do gene MSPL s&o expressados predominantemente na fase logaritimica da curva de
crescimento da promastigota, 0s mMRNAs do MSPS sdo exclusivamente expressados na fase
estacionaria e 0s mMRNAs do MSPC sdo constitutivamente expressados ao longo de ambas as
fases de crescimento (RAMAMOORTH et al., 1992).

Considerando que sequéncias nas 3’'UTRs de mRNAs desempenham um papel chave
na expressao de genes, foi demonstrado (BOUCHER et al., 2002) que, nas 3’'UTRs dos
MRNASs dos genes da amastina da L. infantum tém uma regido de 450 pb (pares de bases) que
confere uma expressdo especifica do gene para a forma amastigota por um mecanismo que
aumenta a traducdo do seu mRNA (BOUCHER et al., 2002). Assim, tanto os eventos de
duplicacdo de genes e divergéncias nas sequéncias regulatdrias, 3-UTR, podem ser encarados

como uma estratégia evolutiva seguida pela Leishmania para garantir uma adequada
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expressdo de um gene relevante durante as diferentes fases do ciclo de vida do parasita
(REQUENA, 2011).

Outro mecanismo potencial para regular a expressdo dos genes é a estabilizacdo ou
degradacdo do mRNA, que é dependente de fatores proteicos que reconhecem sequéncias ou
motivos estruturais muitas vezes encontrados na 5’ ou principalmente nas 3'UTR dos
transcritos (MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005). Esse controle pos-transcricional é
mediado por varias combinagfes de proteinas ligadoras de RNAs (RBPs) que determinam o
destino dos transcritos marcados e que parecem regular coordenadamente subconjuntos de
mRNAs especificos (HIERONYMUS; SILVER, 2004; KEENE, 2007; GLISOVIC et al.,
2008).

3.8.1 Controle da expressdao génica via processo traducional e modificacdes pos-

traducionais.

A sintese de proteina é um processo indispensavel na expressdo do gene, e é um
componente chave no seu controle (DIAZ-GUERRA et al., 2008; HERSHEY;
SONENBERG; MATHEWS, 2012). A regulacdo dos genes através de um mecanismo de
controle da traducdo confere vantagens valiosas, incluindo a velocidade e uma resposta
prontamente reversivel as mudancas nas condicdes fisiologicas. Essa rapidez e versatilidade
permite que as células modulem a composicdo da membrana, ativem vias de transducdes de
sinais, regulem a eficiéncia da traducdo do mRNA de modo geral e especifico, e se ajustem as
novas necessidades do metabolismo energético e de nutrientes quando novas condicoes
mudam ditando novas necessidades (PAPADOPOULOQOU et al., 2003).

Devido a grande maioria dos mRNAs eucarioticos terem meia-vidas bastante longas
(> 2 h) a regulacdo rapida dos niveis celulares de proteinas que eles codificam devem ser
alcangadas através do controle da eficiéncia traducional dos seus mRNA e das taxas de
degradacdo de proteinas (RAGHAVAN, 2002). Apds exportacdo do ndcleo, nem todos os
MRNAs entram imediatamente no pool ativo da tradugdo. Muitos sdo mantidos em um estado
de repouso traducional ou em uma localizacdo subcelular adequada aguardando algum sinal
para 0 tempo certo da producdo das proteinas (MATA; MARGUERAT; BAHLER, 2005;
ARAUJO; TEIXEIRA, 2011). De modo geral, duas formas de controle da traducio podem ser
previstas: o controle global, em que a traducdo da maioria dos mMRNAs na célula é regulado; e
o controle especifico do mRNA pelo qual a traducdo de um grupo especifico de mRNAs é
modulado sem afetar a biossintese geral de proteinas ou o estado de tradu¢do do transcriptoma
celular como um todo (GEBAUER; HENTZE, 2004).
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A regulacéo global, geralmente ocorre por alteragdes no estado de fosforilagdo dos
fatores de iniciacdo da traducdo e pelo o ajuste do numero de ribossomos disponiveis. Ja a
regulacdo transcrito-especifica, em geral é mediada pelos sinais dos cis elementos (cis action)
nas 5° ou 3’'UTRs dos mRNAs alvos e a ligagdo com as proteinas, trans elementos (trans
action), ligadoras de RNAs, (KUERSTEN; GOODWIN, 2003). Desse modo, o
processamento pds-transcricional, a localizagdo celular, estabilizacdo e degradacéo, e a taxa
de traducdo especifica dos mMRNAs sdo mediadas por fatores que atuam em trans (trans
action) que tanto especifico como dinamicamente reconhecem e se ligam ao MRNA
(LUNDE; MOORE; VARANI, 2007).

A regulacdo a nivel traducional foi demonstrada pela regulacdo da expressdo dos
genes das histonas em Leishmania (SOTO et al., 2000, 2004). As histonas sdo proteinas
extremamente conservadas, e importantes na organizacdo e na funcdo do DNA do nucleo
eucariotico (OSLEY, 1991). Foi demonstrado, que a sintese de proteina histona por L.
infantum esta fortemente acoplada a replicacdo do DNA, e € regulada por um mecanismo que
envolve uma repressao da traducdo dos mRNAs das histonas quando na auséncia da sintese de
DNA (SOTO et al., 2000, 2004). Também foi demonstrado, que as regides nao traduziveis
(3’UTR) dos genes das histonas H2A, sdo essenciais na regulacdo da traducdo dos mRNAs
das histonas durante o ciclo celular na Leishmania (ABANADES et al., 2009). A regulagéo
traducional ao nivel das 3’UTRs também mostrou ser relevante na expressdo de genes
estagio-especifico como os genes de choque térmico, hsp70 e hsp83 além dos genes da gp63,
gp46, A2, amastina, transportador de glicose, PFR2C (MURRAY et al., 2007).

As modificacbes poés-traducdo (MPT) de proteinas, também apresentam uma
relevante contribuigcdo para o controle da expressdo do gene. Assim, as MPTs tém um efeito
direto sobre a estabilidade e turnover, localizacdo subcelular, e atividade das proteinas. A
fosforilagdo, metilacdo, acetilacdo, glicosilacdo, piroglutamilacdo N-terminal, desamidacao,
oxidagéo do triptofano sdo MPTs descritas que ocorrem em Leishmania e tripanossomatideos
relacionados (CUERVO; DOMONT; DE JESUS, 2010).

Entre as possiveis MPTs, a fosforilagdo de proteinas celulares é o mecanismo
fundamental para controlar o desenvolvimento em tripanossomatideos e diversas espécies
eucarigticas, principalmente em relagdo ao crescimento celular, diferenciacdo e
transformacdo. (DELL; ENGEL, 1994; BRENCHLEY et al., 2007; NETT et al., 2009).
Vaérios peptideos com aminoacidos modificados pds-traducionalmente foram identificados
através de técnicas de larga escala, cujas principais modificacdes foram fosforilacOes,

metilacdes, acetilacdes e glicosilagdes. Além disso, também foi determinado a abundancia
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relativa das MPTs que variaram durante a diferenciacdo entre promastigotas e amastigotas
(ROSENZWEIG et al., 2008).

3.9 Expressao diferencial dos genes ao longo das fases do ciclo de vida

A transformacédo de promastigotas em amastigotas na Leishmania durante a infec¢do
dos macrofagos do hospedeiro parece envolver uma série de etapas. Estas medidas ndo so
resultam em transformacdes morfoldgicas, mas também permitem a sobrevivéncia dentro do
vacuolo parasitéforo (LI et al., 2008). Pouco se sabe acerca dos processos moleculares que
medeiam a diferenciacdo de promastigota em amastigota, mas é provavel que a exposi¢cdo a
alta temperatura e do pH do ambiente intralisossomal inicia uma série de alteracdes na
expressao de genes que levam as alteracdes morfologicas associadas (SAXENA et al., 2007).
Em uma anélise, foi demonstrado que durante a diferenciacdo de promastigotas de L.
donovani em amastigotas, uma familia de proteinas A2 foram expressas, dentro de uma hora
de exposicdo ao ambiente intralisossomal e em 5 h elas comegaram a se transformar na forma
de células amastigotas (SAXENA et al., 2007).

Portanto, sinais ambientais, como a queda de pH e aumento acentudado de
temperatura, desencadeiam a diferenciacdo celular mesmo que as células sejam cultivadas em
sistemas de culturas axénicas. O choque térmico na Leishmania induz varias chaperonas e
proteinas de choque térmico, incluindo Hsp70, Hsp83, e Hspl100. O choque térmico pode
causar o enrolamento incorreto de uma fracdo de proteinas da célula, alterando assim a
regulacdo de genes ao nivel da transcrigdo e traducdo (PAPADOPOULOU et al., 2003).

Além disso, o crescimento de tais parasitas em pH &cido induz rapidamente a
regulacdo traducional controlada pelo elemento de 450 nucleotideos das 3’UTRs dos mMRNAS
especificos de amastigotas, incluindo o gene amastina, varios genes homdélogos da amastina,
e 0 gene A2. Assim, aparentemente o pH acido é um importante sinal para iniciar o controle
traducional dependente do elemento de 450-nt nas 3> UTRs (PAPADOPOULOU et al., 2003).
Na Leishmania, e tripanossomatideos relacionados, estas regides flanqueadoras (em grande
parte as 3'-UTRs) tem sido envolvidas na regulacdo a nivel de estado estacionario e estado
traducional de mRNAs especificos ao longo do ciclo celular e nas diferentes fases do ciclo de
vida (REQUENA, 2011; KRAMER, 2012).

A fosforilagdo é também um importante mecanismo envolvido na recepgdo e
mediacéo do sinal de diferenciacdo quando os parasitas sao transmitidos e tem de se adaptar a
um novo ambiente (PAAPE; AEBISCHER, 2011). Em uma analise por eletroforese
bidimensional em gel diferencial (2D-DIGE) foi revelado (MORALES et al., 2010) diferengas
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draméticas nos perfis de fosforilagcGes de proteinas através das principais fases infecciosas da
Leishmania. As amastigotas apresentaram mais proteinas fosforiladas comparadas com as
promastigotas, e a fosforilacdo era quase que exclusivamente em proteinas chaperonas,
incluindo vérias isoformas de Hsp90 membro da familia Hsp83, varios membros da familia
Hsp70, proteinas induzidas por estresse STI1, ciclofilina, entre outras.

Vérios estudos sobre o padrdo de expressdo génica durante a diferenciagdo e
desenvolvimento dos tripanossomatideos tém revelado nimeros consideraveis de genes
regulados nestes organismos (HOLZER; MCMASTER FORNEY, 2006; COHEN-FREUE et
al., 2007; LEIFSO et al., 2007; JENSEN et al., 2009), embora em algumas analises foram
observadas respostas limitadas do transcriptoma em toda as fases do ciclo de vida
(DEPLEDGE et al., 2009; CHOI; EL-SAYED, 2012;).

Com o avanc¢o da informacédo da sequéncia do genoma, os microarranjos de DNA
proporcionam uma plataforma analitica poderosa para a determinacdo da expressdo do gene
global baseado na quantificacdo dos niveis de mMRNA. Uma variedade de microarranjos de
DNA foram utilisadas para estudar a expressdo de gene de Leishmania em diferentes estagios
de desenvolvimento e as conclusdes gerais destes estudos de microarranjos sdo que a
Leishmania mostra uma limitada expressao de gene estagio-especifico e a grande maioria dos
genes sao expressos constitutivamente em todos os estagios de vida (COHEN-FREUE et al.,
2007; PAAPE; AEBISCHER, 2011).

Recentemente, o desenvolvimento de novos métodos de sequenciamento de alto
rendimento do DNA, forneceu uma nova técnica tanto para 0 mapeamento quanto para a
quantificacdo do transcriptoma. Este método, designado por RNA-Seq (Sequenciamento de
RNA), tem vantagens claras sobre as abordagens existentes e é esperado para revolucionar a
forma em que sdo analisados os transcriptomas eucariéticos. (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009). Este método, 0 RNA-Seq, ndo tem um limite superior para a quantificacéo,
e se correlaciona com o nimero de sequéncias obtidas. (WANG; GERSTEIN; SNYDER,
2009). Em um estudo, foi utilizado a metodologia RNASeq para quantificar o transcriptoma
de promastigota de L. major, resultando em um total 10285 transcritos encontrandos e 0s
niveis relativos de expressdo de cada um também foram determinados. A partir desses dados
gerados € possivel determinar a expressao diferencial de genes, quer ao longo do ciclo de vida
ou entre diferentes espécies de Leishmania (RASTROJO et al., 2013).
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3.10 Sequenciamento de nova geracéo (NGS)

A arte de determinar a sequéncia do DNA é conhecida como sequenciamento de
Sanger e depois de anos de aperfeicoamento, em 1987, a Applied Biosystems produziu a
primeira maquina automatica para o sequenciamento (AB370) (LIU et al., 2012). Em seguida,
1998, surgiram os instrumentos de sequenciamento automatico e softwares associados, que
tornaram-se 0s principais instrumentos para a realizacdo do Projeto Genoma Humano em
2001(COLLINS; MORGAN; PATRINQOS, 2003).

Este Projeto, destacou a importancia da informacgdo da sequéncia em larga-escala e
os desafios envolvidos no processo de aquisicdo. O desenvolvimento de novos métodos de
alto rendimento, como o0 sequenciamento em paralelo, também conhecido como
sequenciamento de nova geracdo (NGS), permitiu o sequenciamento de milhdes de
fragmentos de DNA em paralelo (KRISEMAN et al.,, 2010). Essa nova tecnologia foi
difundida por trés plataformas de sequenciamento; a Roche/454 FLX (MARGULIES et al.,
2005), a lllumina/Solexa Genome Analyzer (BENTLEY, 2006) e o Sistema SOLID TM/ABI
SOLID (Sequenciamento por Ligacdo e Deteccdo de Oligonucleotideos) da Applied
Biosystems (BIOSYSTEMS, 2010).

A Companhia Solexa/lllumina langou em 2006, o sequenciador Genome Analyzer
(GA), que adota a tecnologia de seqlienciamento por sintese (SBS) (MARDIS, 2008;
KOBOLDT et al., 2012). Seguidamente no inicio de 2010, lancou o lllumina HiSeq 2000, que
adota a mesma estratégia de sequenciamento que a GA (MINOCHE; DOHM,;
HIMMELBAUER, 2011; LIU et al.,, 2012) e o sistema HiSeq 2500, que também usa a
tecnologia (SBS) e suporta o sequenciamento massivamente paralelo (ILLUMINA, 2015).

Esse sistema, HiSeq 2500, permite vérias aplicagdes, tais como o sequenciamento
(sequenciamento de novo) e o re-sequenciamento do genoma completo ou de regides de
interesse, a analise de perfis e regulacdo epigenetica, perfil de metilacdo e analise de
interacbes proteinas-acidos nucleicos de todo o genoma, analises metagendémica por
sequenciamento de comunidades microbianas inteiras para descobrir informacoes
taxonémicas e funcionais importantes e analise do transcriptoma completo (de novo) e perfil
de expressao génica através da técnica RNA-Seq (ILLUMINA, 2015).

3.11 RNA-Seq: a tecnologia do sequenciamento do transcriptoma

O termo transcriptoma foi originado por Charles Auffray em 1996 para caracterizar

conjuntos inteiros de transcritos gerado por uma célula ou populacéo de células (PIETU et al.,
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1999) e foi considerado que o transcriptoma consiste principalmente de RNA ribossomal (80-
90%, rRNA), RNA de transferéncia (5-15%, tRNA), RNA mensageiro (2-4%, mRNA) e uma
pequena fracdo de RNA intragénico (isto €, intrdnico) e intergénico ndo codificante (1%,
ncRNA) com funcbes de regulacdo indefinidas (LINDBERG; LUNDEBERG, 2010). Varias
tecnologias foram desenvolvidas para caracterizar o transcriptoma de uma populacdo de
células, técnicas a base de hibridizacdo tais como: Northern blot (BECKMANN et al., 2010),
RT-PCR (OUAKAD et al., 2007; NAGALAKSHMI et al., 2008) e microarranjos (SCHENA
et al., 1995; COBB, 2006; MALONE; OLIVER, 2011) e técnicas baseadas em sequéncias de
marcadores/etiquetas (tags) de cDNA, como o sequenciamento de Sanger (NAGALAKSHMI,
WAERN; SNYDER, 2010) e bibliotecas de sequéncias expressas marcadas (ESTS)
(VERDUN et al., 1998; AVILA et al., 2011), SAGE (LIMA NETO, 2012), CAGE
(KODZIUS et al., 2006) e 0 MPSS (BRENNER et al., 2000).

O uso de NGS para obter dados transcriptdmicos é conhecido coletivamente como
sequenciamento profundo de RNA (RNA deep sequencing) ou RNA-Seq (NOWROUSIAN,
2010) e em 2008 foi publicado os primeiros estudos utilizando esta técnica
(NAGALAKSHMI et al., 2008; WILHELM et al., 2008). Todos os instrumentos das
plataformas sdo capazes de realizar 0 RNA-Seq. mas a partir da perspectiva do
sequenciamento do transcriptoma do grande genoma, existem trés instrumentos que tém sido
amplamente utilizados: o Illumina Genome Analyzer/HiSeq, o da Life Technologies SOLID e
da Roche 454 (HITZEMANN et al., 2013). Em um estudo, foi demonstrado que em 22
trabalhos sobre RNA-Seq em mamiferos, foi verificado que 16 deles utilizaram a plataforma
da lllumina GA, 3 usaram a ABI SOLID, e 2 utilizaram a Roche 454 (COSTA et al., 2010).

A plataforma Illumina, tem-se destacado pela sua utilizacdo na realizagdo do
sequenciamento em varios trabalhos publicados, em especial, 0 seu uso para as analises do
transcriptoma de tripanossomatideos. Sendo que, a primeira analise abrangente do
transcriptoma de um parasita do género Leishmania usando a tecnologia de larga-escala para
0 sequenciamento do RNA (RNA-Seq) identificou 1884 novos transcritos em relacdo aos
previamente anotados e seus dados também indicaram que as anotoc¢des atuais poderiam
modificar muitos genes e que ha uma extensa heterogeneidade nos sitios de processamento
dos transcritos (extremidades 5e 3") (RASTROJO et al., 2013).

Foi determinado um mapa genémico a partir da resolucdo de nucleotideo Gnicos do
transcriptoma do T. brucei, o agente causador da tripanossomiase africana, acrescentando
1.114 novos transcritos, incluindo 103 RNAs néo-codificantes, confirmando e corrigindo

muitas das caracteristicas ja previamente anotadas no seu transcriptoma e revelando uma
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extensa heterogeneidade das extremidades 5’ e 3°. Esse estudo, mostrou que o RNA-Seq, foi
sensivel o suficiente para detectar transcritos de supostos sitios de iniciacdo da transcri¢ao
pela Polimerase Il (KOLEV et al., 2010). Além disso, outras investigagfes com diferentes
cepas de T. brucei, bem como diferentes abordagens para evitar RNAs ribossomais
(sequenciamento de rRNAs) e para identificar sitios aceptores de splice e sitios de
poliadenilagdo foram também realizados com esta tecnologia (KOLEV et al., 2010).

Além das analises dos dados do sequenciamento de larga-escala ndo so permitirem a
identificacdo de novos transcritos e conduzir para a re-anotagdo de muitos sitios de iniciacdo
da traducdo, também podem ser usados para quantificar niveis de transcritos e identificar os
genes que sao regulados de um modo dependente do ciclo de vida (NILSSON et al., 2010;
VEITCH et al.,, 2010; SIEGEL et al., 2010, 2011). Dessa forma, é possivel que essa
tecnologia avancada, promova um refinamento mais substancial para a compreensdo dos
mecanismos desenvolvidos por estes parasitas, que favorecem o seu estabelecimento na
infeccdo através da interacdo parasita-hospedeiro. A expressao diferencial dos genes nas
Leishmanias correlacionam com a modulacdo dinamica da adaptacdo destes organismos aos
seus hospedeiros (ALCOLEA et al., 2010).
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Resumo

A leishmaniose € uma doenca causada por protozoarios parasitas que afetam tanto
animais quanto os seres humanos e predomina em vaérias partes do mundo. E classificada em
trés grandes entidades clinicas: a cutanea, mucocutanea e a visceral, esta Ultima, a mais grave,
torna-se fatal se ndo tratada. \VVarios fatores de viruléncia sdo produzidos por estes parasitas
para permitir a sua sobrevivéncia e estabelecimento da infeccdo. Nesta revisdo nos
caracterizamos os fatores de viruléncia utilizados pelas Leishmanias para subverter a resposta
imune do hospedeiro, além de, discutirmos as possiveis estratégias para o desenvolvimento de

novos componentes candidatos, para a terapia das leishmanioses.
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Abstract

Leishmaniasis is a disease caused by parasite protozoa that affects both animals and
humans and that prevails in several parts of the world. It is classified into three major clinical
entities: cutaneous, mucocutaneous and visceral; the latter is the most dangerous type and
becomes lethal if not treated. Several virulence factors are produced by these parasites to
allow their survival and the onset of infection. In this review, we have characterized the
virulence factors used by the Leishmania to subvert the host’s immune response. We also
discuss the possible strategies for the development of new potential components for the

leishmaniasis therapy.
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Introducéo

O género Leishmania é composto por protozoarios parasitas responsaveis pelas as
leishmanioses, um grupo de doencas que afeta tanto animais quanto os seres humanos e
predomina em varias partes do mundo principalmente nas regides tropicais e subtropicais [1].
E endémica em 98 paises com mais de 350 milhdes de pessoas em risco, com uma incidéncia
estimada de 2 milhdes de novos casos por ano e 0,5 milhGes de casos por LV [2]. A
leishmaniose é classificada em trés grandes entidades clinicas: a cutanea (LC), mucocutanea
(LMC) e a visceral (LV) [3], esta ultima torna-se mais grave, principalmente se ndo tratada,
podendo ser fatal [4]. As espécies responsaveis pela LV sdo: L. donovani e L.
infantum/chagasi, e raramente, o fen6tipo da doenga também pode ser manisfestado pela L.
tropica e L. amazonensis [5]. O ciclo de vida destes parasitas € dimorfico, onde residem nos
vetores flebotominios como promastigotas extracelulares, forma na qual é transmitida para 0s
seus hospedeiros definitivos (mamiferos), e la permanecem como a forma amastigota
intracelular no interior dos macrofagos [3].

Nesta revisdo nds definimos a patogénese da Leishmania no ambito da interacdo
parasita-hospedeiro (IPH) bem como caracterizamos de forma atualizada os fatores de
viruléncia (FV) utilizados pelas Leishmanias para subverter a resposta imune do hospedeiro.
Além disso, discutimos as possiveis estratégias para o desenvolvimento de novos

componentes candidatos, a partir destes FV, para a terapia das leishmanioses.
A patogénese da Leishmania segundo o quadro dano-resposta

A LV imunologicamente € caracterizada por uma resposta Thl que se correlaciona
com a resisténcia e uma resposta Th2 associada a susceptibilidade a infecgéo [6]. A IPH inicia
uma série de eventos, que envolvem o sistema imune inato com recrutamento de células
inflamatorias bem como propicia a inducdo da imunidade adaptativa envolvendo receptores
de reconhecimento em diferentes ceélulas, incluindo macréfagos, células dendriticas,
neutréfilos e células NK (Natural Killer) [7], conduzindo a producgéo de citocinas e a ativacdo
de vias de sinalizacdo intracelular, necessérias para a iniciacao de respostas inflamatorias e do
controle da proliferacdo dos parasitas [8].

De acordo com Casadevall et al. (1999), as IPH deflagram a patogénese da doenga, e
tanto o parasita quanto o hospedeiro contribui para o desenvolvimento da mesma, que pode
gerar danos ao hospedeiro ou ndo, dependendo da sua resposta imunoldgica [9]. Neste
contexto, é possivel analisar a patogénese da leishmaniose sob o ponto de vista do quadro



76

dano-resposta no qual se avalia os danos no hospedeiro como uma fungéo da resposta imune
no préprio hospedeiro e cujos danos variam de acordo com a magnitude da resposta imune
[9-11].

A resposta imune fraca é insuficiente para trazer beneficios ao hospedeiro e os danos
sdo gerados principalmente pelo patdgeno. Ja, respostas imunes fortes sdo excessivamente
inapropriadas e também geram danos ao hospedeiro [10, 12]. E qualquer resposta que evita ou
minimiza danos no hospedeiro é considerada adequada [9]. Badar6 et. al. (1986),
demonstraram que a propor¢do da LV subclinica em relagdo a sintomatica é estimada em até
18:1 [4], Assim, muitas pessoas infectadas com espécies causadoras de LV desenvolvem uma
resposta imune eficaz e a doenca clinica ndo se manifesta [5] No entanto, uma resposta imune
fraca, promovida por uma imunossupressao induzida pelo aumento de citocinas proé-
inflamatorias (Th-1/IL-12) e contrabalanceada pelas regulatérias (Th-2/IL-10), favorece o
estabelecimento da infeccdo, provavelmente através dos mecanismos de defesa do parasita,
fatores de viruléncia (FV), bem como a visceralizagdo e o crescimento da Leishmania [5]. O
hospedeiro torna-se sintomatico e manifesta neste quadro (Fig.1), o desenvolvimento de febre,
hepatoesplenomegalia, perda de peso e anemia, ou seja, 0s sinais classicos da LV [13-15].

Por outro lado, uma vez que estes parasitas ndo produzem toxinas e ndo destroem as
células do parénquima [16], um quadro de resposta imune celular excessiva, mediado pela
liberacdo de varias citocinas como, interleucinas 6 e 8 (IL-6, IL-8), interferon-y (IFNy) e fator
de necrose tumoral (TNF) foi associado com a inflamacdo sisttémica prejudicial, permitindo
tanto a proliferacdo da Leishmania, quanto o desenvolvimento dos sintomas, gerados pelos
danos causados pela resposta imune exagerada (RIE), tais como, as manifestacOes
hemorrégicas, ictericia, sepse, edema e insuficiéncia renal (glomerulonefrites) caracterizando
a leishmaniose visceral grave com progressdo letal [15-17]. Recentemente, foi demonstrado
por Silva, et al. (2014), que estes sintomas que resultam da RIE ndo foram fortemente
associados com a carga parasitaria (CP), contrariando a ideia de que o aumento da
proliferacdo do parasita conduz a gravidade e morte, porém, a desnutri¢cdo foi um fator que
correlacionou-se fortemente com a CP elevada, provavelmente pela imunossupressdo que
permitiu o crescimento do parasita levando ao excesso de citocinas inflamatorias que podem

desencadear a inflamacao sisttmica e morte, como observado em seus resultados [17].
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A viruléncia do parasita Leishmania

Além da resposta imune montada que define a patogénese em termos de danos ao
hospedeiro, outro aspecto importante e que também afeta a IPH é a viruléncia, uma
propriedade do patdgeno, mas modulada pela susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro [9,
18]. Vérios componentes microbianos sdo determinantes para o desenvolvimento da
viruléncia por facilitar a entrada e a evasdo das defesas do hospedeiro bem como favorecer a
replicacdo, neutralizacao das respostas imunes e a capacidade de adquirir nutrientes e sentir as
mudancas do meio ambiente [9, 11].

Na Leishmania, durante a diferenciacdo de promastigota para amastigota, o parasita
sofre alternéncia de hospedeiro e é sujeito a mudancas rapidas em fungdo do novo ambiente,
[19]. Assim, as alteracbes morfoldgicas e fisioldgicas que estes parasitas sofrem sdo o
resultado da regulacéo diferencial de uma variedade de genes e proteinas que sdo expressos e
déo a estes organismos a capacidade de resistir e sobreviver a essas novas condigdes [20].
Nesta IPH, os multiplos FV produzidos (Tabela 1), podem intensificar o grau de dano ao
hospedeiro em fungdo do grau da resposta imune induzida [21], embora até hoje, nenhum FV

que possa desencadear a doenca grave da LV, foi identificado até o0 momento.

Fatores de viruléncia em promastigotas e/ou amastigotas ancorados no

glicosilfostatidilinositol (GPIs)

Lipofosfoglicano (LPG) E a principal macromolécula do glicocalix da superficie de
promastigotas [22]. Diferencas na composicdo dos agucares destas moléculas, tem sido
relacionadas a variabilidade intra e inter-espécies com implicacdes na antigenicidade destes
parasitas [23, 24]. As Leishmanias, para sobreviverem intracelularmente, utilizam estratégias
que desativam funcionalmente os macrofagos das células hospedeiras, geralmente,
manipulando vias de transducdes de sinais [25].

Recentemente, em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) humanas
infectadas com L. mexicana, foi demonstrado que o LPG pode induzir a producéo de citocinas
pelos receptores TLR2 e TLR4 (Toll-like) dos macrofagos, mediados pelas vias, quinase
extracelular regulada por sinal (ERK) e proteina quinase ativada por mitogeno p38 (MAPK)
[26]. Na L. major, em estudos in vitro com PBMCs humanas, a sinalizagéo ativada pelo LPG,
resultou em producdo elevada de citocinas e espécies reativas do oxigénio (ROS) [27].
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Fosfolipidios de glicosilinositol (GIPLs) A superficie de promastigotas e
amastigotas de Leishmania é também revestida com uma classe de pequenos fosfolipidios de
glicosilinositol (GIPLs) [28]. Em L. donovani, bem como L. infantum e L. brasiliensis foi
verificado através de estudos in vitro em macréfagos murinos, que os GIPLs ajudam na
sobrevivéncia dentro do macrofago por inibir a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) na
producdo de NO, que é toxico para esses parasitas, além da via de sinalizacdo dependente da
Proteina quinase C (PKC) [29, 30].

Proteofosfoglicanos (PPGs) Sao polipeptideos altamente glicosilados com
potenciais para viruléncia e que podem ser encontrados em varias formas; a filamentosa
(fPPGs), a secretada (sPPGs) e a forma ligada a componentes de membrana (mPPGSs). Estas
diferentes formas dos PPGs desempenham papéis importantes no estabelecimento da infeccédo
pela Leishmania [31, 32]. Foi demonstrado, que o fPPG secretado pelo parasita é inoculado
junto com a saliva do inseto vetor (L. longipalpes), na pele do hospedeiro facilitando a
infeccdo e a visceralizacdo do parasita em modelos murinos in vivo [33]. J& os sPPGs,
parecem ser um potente indutor de ROS e IL-10, e em menor grau de IFN-y e IL-12, nas

PBMCs humanas em trabalhos in vitro [34].

KMP-11 E um complexo protéico, assim chamado, devido & presenca de uma
proteina de 11 kDa (kiloDalton) na membrana de todos os protozoarios cinetoplastideos [35].
Em macrofagos murinos infectados (in vitro) com L. amazonensis, o aumento da CP é o
resultado da estimulacdo da producdo de IL-10, e da atividade da arginase que inibi a sintese
de NO, induzidos pela KMP-11, favorecendo a replicagdo do parasita [36].

A antigenicidade destas proteinas também foram demonstradas em modelos caninos
infectados com L. infantum (in vivo), e em PBMCs humanas infectadas com L. donovani (in
vitro) em que promoveu um aumento do nivel de expressdo dos mRNAs de IFN-y, induzindo
respostas imunes Thl [37]. Além disso, a ativacdo da via do fator de transcrigdo nuclear
(NFk-B), através das células dendriticas (CD), induzindo a produgdo de IL-10 e do fator
transformador de crescimento beta (TGF-B) em macrofagos, podem alterar o resultado da
doenca [38].

Antigeno de superficie de promastigota (PSA), também conhecido como (gp46),
representa uma glicoproteina de superficie abundante que estad presente em duas formas:
soltivel e ancorada a membrana [39]. Em L. chagasi (=L.infantum), este antigeno € capaz de

induzir in vitro, a resisténcia a lise mediada pelo sistema complemento humano [40]. Também
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foi sugerido, que esta proteina, favoreceu a proliferacdo celular (in vitro) da L. donovani, da

superficie da pele dos pacientes com PKDL (Leishmaniose dérmica pds calazar) [41].

Enzimas associadas a fatores de viruléncia em promastigotas e/ou amastigotas.

Leishmanolisina ou gp63 E uma metaloproteinase de 63 kDa, presente na superficie
das Leishmanias [42], que atua sobre uma ampla gama de substratos das células hospedeiras
alterando a maquinaria de vias de sinalizacdo celular como, a inibicdo da p38 MAPK [43].
Recentemente foi identificado na Leishmania, um sistema de secrecdo baseado nos
exossomos [44] onde a gp63 secretada por este sistema na L. major, € crucial para a
dimimuicdo da resposta inflamatoria inata in vitro, durante o inicio da infec¢do pelo parasita
em macrofagos murinos [45].

Também foram identificados, um grande grupo de proteinas de membranas,
denominadas de sinaptotagminas (Syt) [46], em macrofagos murinos, como a Syt XI, que
promove a regulacdo da secrecdo de citocinas (TNF e IL-6), a captacdo de particulas na
fagocitose e a atividade microbicida dos macrofagos [47]. A gp63 de promastigotas de
Leishmania major e donovani degradam a Syt XI dos vacutolos parasitoforos de macréfagos
murinos, in vitro, favorecendo um aumento da secrecdo de TNF e IL-6 além do recrutamento

de fagdcitos para o local da infeccgdo, contribuindo para o estabelecimento da doenca [48].

Cisteinas-proteases (CisPs) Séo enzimas que exibem papéis criticos na patogénese
de varias infec¢bes por parasitas protozoarios. A maioria das CisPs de Leishmanias, foram
denominadas de: CPA e CPB (Catepsinas tipo L) e CPC (Catepsinas tipo B) [49].
Recentemente, foi verificado uma grande diversidade de genes de proteases entre as espécies
de Leishmanias, um aspecto que pode estar relacionado com suas adaptagbes a cada
microambiente habitado por estes parasitas, [50]. Variacdes no padréo de expressdo de genes
das CisPs em hospedeiros murinos com distintos niveis de susceptibilidade a infeccdo por L.
mazonensis, foram observados e os genes CPBs expressaram mais do que os CPCs,
independente da linhagem do hospedeiro [51].

Em L. infantum, foi demonstrado in vitro, que a CPA estd relacionada com a
habilidade em infectar as células do hospedeiro mamifero [52], e a CPC, além de auxiliar na
IPH, também colabora com a sobrevivéncia dentro dos macréfagos humanos, através da
ativacdo do TGF-p latente [53]. Mais recentemente, investigaram o papel das CPCs, em CD e
macrofagos murinos infectados in vitro por L. major, avaliando o controle dos mediadores da

resposta Thl durante a infeccéo e a proliferacdo dos parasitas. Os dados mostram que a CPC
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induziu uma maior expressdo de citocinas IL-12 liberadas pela resposta Thl, sugerindo que
esta protease tenha um papel regulador sobre esta resposta em funcéo da sua sub-regulacdo
[54].

Fosfatase acida (AcP) As proteinas AcPs que apresentaram localizacdo extracelular
do seu dominio catalitico, pertencem a uma nova familia de ecto-fosfatases e foram
identificadas na superficie celular de promastigotas de L. major [55] e L. amazonensis [56].
Recentemente, uma AcP de membrana da L. donovani (LdMACcP), foi caracterizada como
polimérfica e divergente na especificidade dentro do complexo da L. donovani, sugerindo
diferencas na localizagdo e/ou na atividade enzimatica. Além disso, € possivel que esta
proteina, manipule um sistema de reconhecimento de sinal em macréfagos murinos, a fim de

obter acesso para sobreviver no meio intracelular [57].

Sistemas Tripanotiona/Tripanotiona redutase (TR/T(SH)2) e Triparedoxina/
Triparedoxina peroxidase (TXN/TXNPx) O sistema TR/T(SH)2, € um complexo
multienzimatico central nos sistemas de defesa redox dos Tripanossomatideos [58]. Em L.
infantum, foram identificados dois genes que codificavam, uma TXN localizada no citosol
(LiTXN1) e outra na mitocéndria (LITXNZ2), esta Ultima, parece participar de uma via para a
desintoxicacdo do hidroperoxido em mitocondrias, semelhante ao da proteina citosolica [59].

Em L. donovani transfectada com uma cTXNPx mais resistente ao H>O. e NO, foi
demonstrado in vitro um aumento de expressdo da proteina e da viruléncia, gerando elevada
CP nos macrofagos murinos [60]. A importancia desta enzima, também foi verificada, ao
longo do ciclo de vida da L. infantum [61], bem como o seu papel, nas fungdes efetoras das
células B, conduzindo a secrecdo de IL-10 e a producdo de anticorpos especificos

potencializando a progressdo da doenca [62].

Outras proteinas e antigenos como fatores de viruléncia em promastigotas e/ou

amastigotas

Proteinas de choque térmico (HSP) Sédo proteinas que exibem funcdes de
chaperonas auxiliando nos dobramentos protéicos, montagens de proteinas complexas e nas
translocacOes de proteinas através dos compartimentos celulares [63, 64]. Na L. donovani a
HSP70 tem sido caracterizada como um antigeno dominante alvo da resposta imune humoral
nas infeccbes [65]. Em L. infantum, também foi demonstrado que as proteinas HSP70 e
HSP83 se comportam como potentes mitdgenos in vitro para as células B dos esplendcitos

murinos [66]. Recentemente, foi avaliado in vitro a eficicia protetora destas proteinas em
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murinos infectados com L. donovani, mostrando uma forte resposta protetora contra a LV,

verificada pela CP reduzida e aumento dos niveis de 1gG2a, IFN-y e IL-2 [67].

Histonas Sao proteinas conservadas que se associam com o DNA para formar o
nucleossoma em eucariotos. Na L. infantum, as histonas nucleares induziram uma resposta
humoral in vitro com o soro de cdes com LV (LVC) [68]. E foi demonstrado, que a histona
H2B da L. major, apresenta tanto a capacidade de induzir a proliferacdo de altos niveis de
PBMCs humanas, in vitro, quanto IFN-y em individuos com LC, além de promover uma
resposta Thl com menor nivel de IL-10 [69]. Na L. donovani proveniente de pacientes com
LV resistente aos antimonios a avaliacdo da expressdo de genes, identificaram elevada
expressdo de genes que codificam varias histonas (H1, H2A, H4) e MAPK1[70].

Proteina A2 Foi identificada pela primeira vez em amastigotas de L. donovani [71].
E a sua expressao foi demonstrada em L. major, caracterizando o seu papel na sobrevivéncia e
na visceralizacdo do parasita [72]. McCall et al. (2010), indentificaram uma chaperona ligada
ao reticulo endoplasmatico (BiP) que colocaliza-se e liga-se com a proteina A2, seguinte ao
estresse pelo choque térmico. Este mecanismo parece ser importante na protecdo da L.
donovani ao stress associado pela infeccdo em drgdos viscerais, incluindo a febre [73] e
estresse oxidativo [74, 75].

Diferencas no nivel de expressdo do mRNA da proteina A2 em pacientes com LV e
PKDL por L donovani e pacientes com LC por L. tropica mostraram niveis mais elevados de
expressdao na LV e mais baixo na PKDL e LC [76]. Apesar da LV e PKDL serem
provenientes do mesma especie, foi recentemente sugerido que polimorfismos (SNPs) e/ou
variagcbes no numero de cépias de genes da mesma espécie (L. donovani), pode estar
relacionado com esses fendmenos, responsaveis pela diferenca no tropismo e na patologia
alterada [77]. Esses fendmenos, também ja tinham sido observados por Rogers et al. (2012),
onde a amplificacdo do cromossomo pode alterar a expressdo dos genes em resposta as
condi¢Bes ambientais do hospedeiro, fornecendo uma base genética para a o tropismo da
doenga [78].

Recentemente, foi demonstrado através de andlise protedmica, que cepas de L.
donovani que causavam sindromes clinicas diferentes, ndo apresentavam grandes mudancas
nos perfis proteémicos, mas diferiram em vias de sintese, protecéo e sinalizacdo em relacéo as
vias de transporte e trafico. Sugerindo que a L. donovani é adaptavel e pode remodelar seu
proteoma para sobreviver em diferentes ambientes no seu hospedeiro [79]. Todas estas

observacGes mostram que a proteina A2 desempenha um papel importante na sobrevivéncia
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destes parasitas, e a avaliagdo da imunizacdo com proteina recombinante A2 mostrou
significativa protecdo contra a infeccdo, além de protecdo parcial contra espécies de
Leishmania, induzindo uma resposta imune Thl, o que a capacita para ser alvo potencial de
vacina [80, 81].

Amastina E uma proteina de superficie abundante que foi identificada em
amastigota de Leishmania, e compartilha homologia com as amastinas do T. cruzi [82]. A
analise de expressdo em L. major e L. infantum demonstraram que algumas amastinas sao
estagio-especifica do seu ciclo de vida, e que os perfis de expressao dos varios ortélogos séo
diferentes entre estas duas espécies [83].

Em um recente trabalho com L. braziliensis, foi demonstrado que as amastinas a, f3, y
e 0 sdo localizadas na superficie do parasita e que a ndo expressdo da 6-amastina, resulta em
diminuicdo da sobrevivéncia e proliferacdo dos parasitas intracelulares tanto apos a infeccdo
in vitro de macré6fagos murinos quanto a infec¢do in vivo dos camundongos. Além disso,
alterac@es significativas entre as interacdes de membranas dos macrofagos e das amastigotas
intracelulares, sugerem que as amastinas séo FV essenciais para a replicacdo do parasita no

interior da célula hospedeira do mamifero [84].

Proteina de superficie acilada e hidrofila (HASP) Também classificada como
HASPA e HASPB em Leishmania, sdo estagio reguladas e expressas na membrana
plasmatica do parasita apenas nas fases infecciosas (metaciclica e amastigota) [85]. Estas
proteinas apresentam dominios centrais repetitivos altamente variaveis nas suas sequéncias de
aminoacidos, dentro e entre espécies, 0 que as capacitam na antigenicidade ao cdo e ao
homem, consistente com o papel no reconhecimento imune do hospedeiro [86, 87].
Recentemente, identificaram polimorfismos na regido repetida k26 da HASPB, mostrando
variabilidade entre os isolados de L. donovani de diferentes origens [88].

Outra proteina metaciclica é a SHERP (proteina hidrofilica associada ao reticulo
endoplasmatico), cujo gene é encontrado dentro da familia de genes LmcDNA16 da L. major
[89]. Além disso, juntamente com a HASPB, desempenham um papel vital no processo de

diferenciacdo e/ou no parasita metaciclico da L. major [89-91].

Haste/Rod paraflagelar (PFR) Estas proteinas sdo um dos varios atributos Gnicos
que caracterizam a biologia dos protozoarios cinetoplastideos. Os primeiros estudos
identificaram duas proteinas abundantes, a PFR-1 e PFR-2 [92]. O papel funcional da PFR foi

demonstrado em mutantes nocauteados de L. mexicana onde causou uma grande redugdo na
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velocidade da motilidade destes parasitas [93]. Estas proteinas foram diferencialmente
expressadas em promastigotas pré-ciclicas e metaciclicas de L. major, correspondente com as

etapas infecciosas onde se observa maior necessidade de motilidade [94].

Analogo do receptor da proteina quinase C (LACK) Na Leishmania, o antigeno
LACK é um anélogo do receptor da proteina quinase C ativada em mamiferos (RACK), e
muito conservado entre espécies de Leishmania [95]. A sua expressdo ocorre em ambas as
formas do parasita [96] e as sequéncias dos genes LACK em espécies que causam a LV,
apresentam alta conservacdo com pouca variabilidade e maior antigenicidade [97]. Esta
antigenicidade foi demonstrada apartir de diferentes epitopos da proteina LACK provenientes
da L. major, que estimularam o aumento dos niveis de mMRNA de IL-4 pelas células T CD4+
[98].

Em L. infantum, a LACK foi localizada préxima ao cinetoplasto e interage com
sequéncias de proteinas que estdo envolvidas em uma variedade de funcdes, desde replicacdo
do DNA, sintese do RNA, processamento de sinais de transducédo a regulacao do ciclo celular
[95]. E recentemente, verificaram que a LACK da L. mexicana, pode ligar e aumentar a
ativacdo do plasminogénio promovendo a formacgéo de plasmina. Sugerindo uma nova funcéo

que pode contribuir para a capacidade de invasdo do parasita [99].

Antigenos L. major stresse induzivel 1 (LmSTI1) e Antioxidante tiol especifico
(TSA) O antigeno LmSTI1 foi identificado em isolados da L. major e codificado por um gene
de copia Unica altamente conservado em todo o género Leishmania. Além de ser
constitutivamente expressado tanto em promastigotas quanto amastigotas, esta proteina pode
ser regulada positivamente em promastigotas por mudanca na temperatura [100].

O TSA, outro antigeno também identificado na L. major, foi sugerido como
candidato a vacina devido a sua capacidade para induzir uma resposta Thl em camundongos
infectados por este parasita. Esta proteina, € conhecida por ser antigénica em ambos 0s
sistemas murinos e humanos [101]. Além disso, tanto a LmSTI1 quanto o TSA tém sido
testados em varias experiéncias de imunizacdo, fornecendo resultados bastante variaveis.
Campos-Neto et al. (2002), verificaram que estes antigenos juntos ou individualmente,
induzem a protecdo igualmente em murinos susceptiveis a L. major induzindo respostas
especificas CD4*/Thl quando juntos e CD8" apenas com TSA [102]. Em modelos caninos
infectados com L. chagasi, ap6s imunizacdo com os antigenos TSA, LelF e LmSTI1 os
resultados apontaram uma resposta quase que exclusivamente Thl [103].
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Fator de iniciac&o eucariotico (LelF) E uma proteina de Leishmania homologa ao
fator de iniciacdo eucaridtico elF4A [104] e foi descrita originalmente como um adjuvante
natural, do tipo Thl e como um antigeno que induz resposta Thl mediada por IL-12 nas
PBMCs de pacientes com leishmaniose [105-107]. Em L. donovani, o fator de alongamento 2
(LelF-2) foi identificado como uma das proteinas imunoestimuladoras potentes. E o seu
recombinante, rLelF-2 foi capaz de estimular a producéo in vitro de citocinas do tipo Thl (IL-
12 e IFNy) em PBMCs de individuos normais e curados de LV, bem como, forneceu uma
protecdo consideravel em hamsters infectados [108].

Barhoumi et al. (2011), também demonstraram a antigenicidade dos fragmentos desta
proteina elF4A homdloga da L. infantum em PBMCs humanas, onde 0s niveis de citocinas
associados a Thl pelos mondcitos humanos foram elevados [109]. Recentemente, em
macrdéfagos murinos tratados com recombinantes LielF (fator de iniciacdo eucariotico em L.
infantum)/IFNy, foi observado uma inibigdo no crescimento intracelular do parasita através de
mecanismos que envolvem NO e ROS mediado por TNF-a ¢ MIP-1a (Proteina inflamatoria
de macrofago 1a) [110].

Antigenos Lcrl e Ldp23 O Lcrl é um antigeno de amastigota de L. chagasi que
estimula in vitro, células T de esplendcitos murinos a secretar citocinas do tipo Th1/IFNy,
mas nédo do tipo Th2, isto sugere que o Lcrl tem o potencial de influenciar a resposta imune
do hospedeiro [111]. Recentemente, um estudo comparativo entre as sequéncias do gene,
Lcrl, a partir de isolados de L. infantum de regides geograficas diferentes, mostraram alta
identidade, sugerindo um possivel uso clinico em potencial para o diagnostico da
leishmaniose por meio de deteccdo de anticorpos [112, 113]. Outro antigeno interessante é o
Ldp23, uma proteina presente na superficie de promastigota de L. donovani que é conhecida
por acelerar in vitro a produgdo de IFNy, enquanto inibe a producdo de IL-4 em macrofagos

murinos [114].
Diagnéstico e tratamento da LV. Novas perspectivas?

O diagnostico da LV é complexo, pois suas caracteristicas clinicas assemelham-se
com outras doencas, como a malaria e febres entéricas [115]. Atualmente, o padréo ouro para
o diagnostico baseia-se na visualizacdo da forma amastigota do parasita em macrofagos
através do exame microscopico de aspirados de tecidos (baco, medula 6ssea ou nddulos
linfaticos) [116]. No Brasil, o teste parasitologico de aspirado de medula 6ssea € 0 mais
recomendado, seguido pelo isolamento do parasita em meio de cultura (in vitro) [117].
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Em relagdo ao tratamento da LV, os antimoniais pentavalentes, ainda continuam
sendo o tratamento de primeira linha, apesar dos efeitos adversos [118]. E em algumas regides
endémicas, por exemplo, em Bihar na india, devido ao desenvolvimento de resisténcia aos
antiménios, a anfotericina B, tém sido a primeira escolha [119]. Além disso, outras drogas
estdo em uso como a miltefosina [120] e paromomicina [121].

O desenvolvimento de uma vacina contra a leishmaniose, tem sido uma prioridade
por muitos anos [122]. Varias formulac¢bes de vacinas, incluindo parasitas mortos, vivos
atenuados, proteinas recombinantes de Leishmania ou DNA codificador de proteinas, bem
como moduladores imunolégicos da saliva do flebétomo j4 foram examinados [123].
Atualmente, com a disponibilidade da sequiéncia completa do genoma de varias espécies de
Leishmania, perspectivas promissoras para o estudo de novas moléculas como candidatas a
vacinas, tais como, o0s varios exemplos de FV, aqui descritos [124].

Entre eles, a proteina A2, vem se destacando com resultados promissores para 0
desenvolvimento de uma vacina para a LV humana [125]. A imunogenicidade e imunidade
protetora contra a infeccdo por L. chagasi com uma formulacdo contendo a proteina
recombinante rA2, foi avaliada em cées vacinados. Os resultados mostraram um aumento
significativo dos niveis de anticorpos (IgG total e 19G2) e IFN-y além de baixo nivel de IL-10
com limitacdo na replicacdo do parasita e prevencdo da doenca grave [126]. Alves et al.
(2009), avaliando linfonodos de cées naturalmente infectados com L. chagasi observaram que
a CP em cdes sintomaticos foi 73 vezes maior, além, da elevada expressédo de IL-10 e TGF-$
sugerindo que estas citocinas sdo importantes na progressdo da doenca. Ja nos caes
assintomaticos, verificaram niveis de expressdo de IFNy ¢ TNF-a elevados e CP mais baixa,
indicando que estas citocinas desempenham um papel na protecéo contra a infeccdo [127].

No Brasil, a formulacdo da vacina recombinante da proteina A2 (Leish-Tec®) foi
licenciada, sendo a terceira vacina profilatica contra LVC, mas a primeira recombinante
comercializada no mundo [125]. Recentemente, regimes de imunizacdo em primatas a base de
rA2 (Ad5-A2) seguido por rA2/rhIL-12 (Interleucina 12 humana recombinante/adsorvida em
alimen) foi avaliado e apresentaram apds a infeccdo com L. infantum, uma notavel protecédo
clinica [128]. Estes resultados tem aproximado a perspectiva de desenvolvimento da vacina

contra LV humana uma realidade cada vez mais proxima.



86

Conclusao

A Leishmania spp por apresentar um ciclo de vida com alternancia entre formas que
se adaptam aos novos ambientes, promovem uma verdadeira maratona de mudangas,
principalmente em sua superficie celular, o que lhes permite sobreviver nas novas condicoes.
No entanto, essas mudancas podem levar a expressdo de genes que favorecem a viruléncia e,
portanto, o estabelecimento da infeccdo. A imunogenicidade destes componentes expressos e
0 grau de resposta do hospedeiro definem o quadro desta patologia. Além disso, essas
moléculas também sdo fontes de pesquisa, para a busca de possibilidades terapéuticas que
possam erradicar o desenvolvimento da doenca leishmaniose nas suas mais diversificadas
formas de apresentacdo. Embora, muito se tenha progredido com a compreensdo da natureza
molecular desses potenciais imundgenos, e evoluido nas varias propostas de vacinas com
importantes resultados na imunizacao principalmente em cées, ainda assim, € necessario mais
progressos no desenvolvimento das vacinas ou quimioterdpicos contra a leishmaniose

humana.
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Figura 1: Curva basica de enquadramento danos-resposta da patogénese microbiana.
Adaptada de Casadevall & Pirofski, 2003;2009. A seta indica que a posi¢do da curva é
variavel, e depende da interacdo particular entre parasita-hospedeiro. O eixo y indica a danos
no hospedeiro como uma funcéo da resposta do préprio hospedeiro. Neste esquema, o dano
pode ocorrer em funcdo da resposta do hospedeiro, mas é ampliado em ambos o0s extremos,
que pode resultar de uma resposta imune fraca induzida por FV que possam permitir a
invasividade, aumento da CP e estabelecimento da infecgdo pela Leishmania. Por outro lado,
uma resposta imune forte, pode gerar danos teciduais graves ocasionados por uma resposta

inflamatoria exagerada e progressivamente resultar em morte.
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Fator de viruléncia Espécie Modelo Experimental Funcao/efeito Referéncias
LPG L. major In vitro (PBMCs humanas) Manipulagéo de vias de transduces de sinais, [26,27]
L. mexicana aumento de citocinas.
GIPLs L. donovani In vitro (Macréfagos murinos) Inibicdo de vias de sinalizagdo e da iNOS, [29,30]
L. infantum. inducéo da producdo de citocinas.
L. brasiliensis
PPGs L. infantum In vivo (Modelo murino) Facilita a infeccdo, a visceralizagéo e a proli- [33,34]
L. major In vitro (PBMCs humanas) feracdo do parasita. Além da inducéo de ROS e
IL-10, e em menor grau de IFN-y e I1L-12
KMP-11 L. amazonensis In vitro (Macréfagos murinos) estimulacdo da producéo de IL-10, aumento da [36-38]
L. infantum In vivo (Modelo canino) atividade da arginase e da inibicdo da sintese de
L.donovani In vitro (PBMCs humanas) NO. Aumento da replicacao do parasita e de
citocinas como IFN-y
PSA L. chagasi In vitro (Soro humano) Resisténcia a lise mediada pelo sistema [40,41]
(=L.infantum) complemento e proliferacéo celular do parasita
L. donovani In vitro (lesé&o tecidual humana)
Gp63 L. major In vitro (Macrdéfagos murinos) AlteracGes de vias de transducdes de sinais, [45,48]
L.donovani diminuicao da resposta inflamatdria, inducéo
de TNF e IL-6 no estabelecimento da infec¢éo
Cisteinas-proteases L. infantum In vitro Importante na IPH e sobrevivéncia nos [52-54]
L. chagasi) (Macrofagos de linhagem humana - macrofagos

U937)

Expresséo de citocinas Thl
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Fosfatase acida
(AcP)

Sistemas:
(TR/T(SH)2) e
(TXN/TXNPX)

HSP

Histonas

Proteina A2

Amastina

HASP/SHERP

Rod paraflagelar
(PFR)

- -

r

rrrr

. major

. donovani

. infantum
. donovani

. donovani
. infantum

. infantum
. donovani
. major

. donovani

. brasiliensis

. donovani
. brasiliensis
. major

. mexicana
. major

In vitro (Macréfagos murinos)
In vitro (Macrofagos murinos)

In vitro (Promastigota)
In vitro (Macrofagos murinos)

In vitro (Soro humano)
In vitro (Macr6fagos murinos)

In vitro (Soro canino)
In vitro (Macr6fagos murinos)
In vitro (PBMCs humanas

In vitro
In vitro (Macr6fagos murinos)

In vitro (Macrofagos murinos)
In vivo (murinos)

In vitro (Soro humano/canino)
In vitro

In vitro

Manipulacéo de vias de sinais

Desintoxicagédo pelo H.O> aumento de
citocinas IL-10 e da CP em macrdéfagos

Antigénica e estimula a resposta imune
humoral com CP reduzida e aumento de
citocinas Thl

Inducéo de resposta humoral, resisténcia aos
antimonios, proliferacdo celular com respostas
Thl

Visceralizagdo, protecdo ao estresse térmico e
oxidativo. Inducéo de resposta Thl

Auxilia na IPH Favorecendo a sobrevivéncia e
proliferacédo celular dos parasitas,

Diferenciacéo durante a metaciclogénese,
Imundgeno de células B

Motilidade e ligacdo do patdgeno

[57]

[60-62]

[65-67]

[68-70]

[72-75,
80,81]

[84]

[85-87, 89-
91]

[93,94]
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LACK L. infantum In vitro Interac@o com proteinas envolvidas no [95, 98, 99]
L. mexicana metabolismo do DNA e RNA, processamento
L. major In vivo (Modelo murino) de sinais de transducdo e regulacéo do ciclo
celular.Ligacdo e ativacdo do plasminogénio
LmSTIle TSA L. major In vitro (PBMCs humanas e Proteina antigénica, inducdo de resposta Thl [101-103]
murinos
L. chagasi In vivo (Modelo canino)
LelF L. brasiliensis  In vitro (PBMCs humanas ) Inducdo de resposta Thl mediada por IL-12, [105-108]
L. infantum In vitro (Esplendcitos murinos) IFN-y, TNF-a
L. donovani
L. major
Antigenos Lcrle L. chagasi In vitro (Modelo murino) Inducéo de resposta Th1l/ IFN-y [111,114]
Ldp23 L. donovani In vitro (Macr6fagos murinos)
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Resumo

Background: A Leishmania infantum € um protozoario parasita que causa a doenca
leishmaniose visceral (LV) cuja clinica apresenta evolugdes variaveis, podendo ser fatal se
ndo tratada. Fatores relacionados com o hospedeiro e o parasita Sd0 importantes para 0
estabelecimento da doenca, uma vez que, os fatores de viruléncia desenvolvidos pela
Leishmania, facilitam a invasdo e o crescimento destes organismos nos hospedeiros. Com o
objetivo de avaliar genes diferencialmente expressos em promastigotas de L. infantum de 20
pacientes classificados como grave e nao grave, foi realizado o sequenciamento

transcriptémico.

Resultados: Através da tecnica de RNASeq (Illumina) e das andlises de bioinformatica dos
dados produzidos, foram gerados 8364 transcritos que foram mapeados no genoma de
referéncia. A andlise de expressao diferencial entre 0s grupos grave e nao grave mostrou uma
baixa correlagdo da expressdo diferencial entre os genes. No grupo grave, apenas 3 genes
(Linj.28.29.50; Linj. 151240 e o Linj.23.rRNA1) foram identificados up-regulados e nao
foram expressos no grupo ndo grave. No grupo ndo grave, 50 genes foram expressos up-

regulados.

Conclusdo: Neste trabalho foram identificados e anotados genes upregulados expressados
tanto no grupo grave quanto no grupo ndo grave. O gene Hsp 70 e o gene transportador de
nucleosideo foram fortemente expressos, apenas, no grupo grave. O gene Hsp 70 como outros
que foram expressos sdo sugestivos como fatores de viruléncia e importantes na efetividade
da infeccdo do parasita. A baixa expressdo diferencial entre os grupos grave e ndo grave
possivelmente foi devido as condic¢des de cultivo que foram apropriadas para a expressao dos

genes de ambos 0s grupos.

Palavras chave: Leishmaniose visceral, Leishmaniose visceral grave, Leishmania infantum,

Fatores de viruléncia, RNA-Seq, Expressdo de gene.
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Abstract

Background: Leishmania infantum is a parasitic protozoan that causes the disease visceral
leishmaniasis (VL) whose clinical presents variable evolution, and can be deadly if left
untreated. Related factors with the host and parasite are important for the establishment of the
disease, since the virulence factors developed by the Leishmania, make ease the invasion and
growth of these organisms in the hosts .With the aim of evaluating differentially expressed
genes in promastigotes of L. infantum of 20 patients classified as severe and non-severe, it

was performed the transcriptome sequencing.

Results: Through the RNASeq (lllumina) technique and bioinformatics analysis from the
produced data, 8364 transcripts were generated where were mapped in the genome of
reference. The analysis of differential expression between the severe and non-severe groups
showed off a low correlation of differential expression between genes. In the severe group,
only 3 genes (Linj.28.29.50, Linj.151240 and Linj.23.rRNA1) were identified up-regulated
and were not expressed in the non-severe group. In the non-severe group, 50 genes were

expressed up-regulated.

Conclusion: In this work, were identified and wrote down upregulated genes expressed as in
the severe group as non-severe group. The Hsp 70 gene and the gene nucleoside transporter
were strongly expressed only in the severe group. O Hsp 70 gene and others who have been
expressed are suggestive as virulence factors and important in the effectiveness of parasite
infection. The low differential expression between the severe and non-severe groups possibly
was due to the growing conditions which were appropriate for the expression of the genes of

both groups.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Severe visceral leishmaniasis, Leishmania Infantum,
Virulence Factors, RNA-Seq, Gene Expression.
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1. Introducéo

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca grave transmitida por vetor,
flebotominio, que atinge seres humanos e outros mamiferos sendo causada por parasitas do
complexo da Leishmania donovani [1,2]. De acordo com a nova revisdo taxondmica existem
apenas duas formas clinicas que sdo causadas pelas espécies, Leishmania infantum que causa
leishmaniose visceral zoondtica (LVZ) sendo distribuida na Asia, Oriente Médio, Europa e na
América Latina, e a Leishmania donovani que causa leishmaniose visceral antroponética
(LVA) sendo distribuida na Asia, Oriente Médio e Africa [3-5]. Estima-se que ha 0.5 milhdes
de casos de LV e mais de 50.000 mortes por ano concentrados principalmente na india,
Nepal, Bangladesh, Sudao e Brasil [6-8] No continente americano, 90% dos casos de LVZ
ocorrem no Brasil e o principal vetor € o Lutzomya longipalpis [9-13].

Clinicamente a LV apresenta evolugdes variaveis com sintomatologia caracterizada
por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia, pancitopenia e hipergamoglobulinemia, ou
seja, todos os sinais classicos da LV [14], e € geralmente fatal se ndo for tratada, podendo
progredir para a devastadora doenca grave [15-18], que pode ser reforcada pela a carga
parasitaria aumentada na medula 6ssea, sangramentos e infec¢Bes bacterianas [19-21].

Imunologicamente, ocorre uma forte produgdo de citocinas, como o IFN-y, que
parece ser crucial para o controle dos parasitas e para o desenvolvimento de resisténcia a
infeccdo [22], no entanto, além do IFN-y, varias outras citocinas ¢ quimiocinas sdo produzidas
em resposta a infec¢do por LV como, TNF, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-18, IL-33, IP-
10 e MIG observadas no soro de pacientes [23,24]. Dessa forma, a infeccédo ativa ndo é devido
a auséncia de uma resposta pro-inflamatoria, mas esta associada com a presenga de ambas as
citocinas Thl e Th2 de maneira que ndo ha uma dicotomia clara em relacéo a essas citocinas e
seus impactos sobre a resisténcia e suscetibilidade a doenca em humanos ou em modelos
experimentais com LV [24,25]. Além da secre¢do de citocinas em resposta a reatividade
antigeno-especifica, fatores genéticos do hospedeiro bem como a espécie e a viruléncia do
parasita infectante também sdo determinantes para a apresentacdo clinica final da doenca
[26,27].

Para estabelecer a infeccdo, as promastigotas metaciclicas devem entrar nos
macréfagos e evitar o desencadeamento da resposta do hospedeiro e os eventos celulares que
ocorrem entre macrofagos e parasitas influenciando o destino da infeccdo [28]. As
Leishmanias desenvolveram uma série de mecanismos sofisticados para subverter as

atividades leishmanicidas dos macrofagos, alterando a expressdo de genes para citocinas,
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quimiocinas, fatores de transcri¢do, receptores de membrana e as moléculas envolvidas na
transducdo de sinal em células infectadas [29,30].

Esses mecanismos sdo induzidos pelos varios componentes de superficie ou
secretados da Leishmania [31-34] que se expressam nas diferentes fases de desenvolvimento
do parasita. A fase promastigota (prociclica e metaciclica) extracelular e flagelada que vive no
trato digestivo dos flebotomineos e a fase amastigota intracelular obrigatoria que vive dentro
dos vacuolos fagolisossdbmicos dos macrofagos dos mamiferos [35-37]. Assim, esses
componentes, fatores de viruléncia (FV), sdo considerados determinantes chaves que
modulam respostas tanto no inseto vetor quanto no hospedeiro mamifero, embora essa
propriedade do patogeno esteja relacionada a susceptibilidade e resisténcia do hospedeiro
mamifero para o estabelecimento da infec¢édo [38,39].

Abordagens de larga escala para identificar moléculas e modificacbes nas vias
bioldgicas desencadeadas pelo parasitismo intracelular estdo em crescente uso e a aplicacdo
do transcriptoma para estudar a interagdo patdégeno-hospedeiro, ja contribuiu com importantes
avancos na compreensdo dos mecanismos da patogénese de uma ampla variedade de
organismos [40]. Além disso, o perfil de expressdo de genes de varios parasitas protozoarios,
como a Leishmania, foram estudados e identificados, através de técnicas de larga escala [41-
47].

Recentemente, com o desenvolvimento de novos métodos de sequenciamento de
nova geracdo (NGS), como o RNASeq, que tem revolucionado a forma como sdo analisados
0s transcriptomas eucarioticos tanto com relacdo ao mapeamento quanto a quantificacao,
foram gerados dados que possibilitaram a analise diferencial da expressdo de genes, ao longo
do ciclo de vida e entre diferentes espécies de Leishmanias [48,49], revelando a interpretacdo
dos elementos funcionais do genoma, para a descoberta de componentes moleculares de
células e tecidos, e para o entendimento dos estagios de desenvolvimento e das doencas [48].

Neste trabalho, foi utilizado a tecnologia NGS — RNASeq para realizacdo do
sequenciamento do transcriptoma de 24 amostras de RNA total de cepas de promastigotas de
L. infantum de pacientes previamente classificados como grave (LVG) e ndo grave (LVNG)
com o objetivo de avaliar a expressdo diferencial dos genes nestes grupos. Do total das 24
amostras sequenciadas, 4 amostras foram descartadas por ndo atenderem as devidas condicoes
de analises. Das 20 amostras restantes analisadas, foram gerados dados, onde 8364 genes
foram mapeados pelos transcritos em relacdo ao genoma de referéncia (8381 genes). Foram

identificados varios genes expressados pelos 0s grupos grave e nao grave, porém a expressao
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diferencial entre os grupos foi minima. O grupo grave diferencialmente expressou apenas 3
genes e estes sdo apontados como importantes na infectividade e na viruléncia destes
parasitas. Dentre 0s genes identificados no grupo grave a proteina Hsp70 e um transportador
de nucleosideo se destacaram com maior expressdo e ndo foram expressos no grupo ndo
grave. Apesar da baixa expressdo diferencial, esses genes, como possiveis fatores de
viruléncia, podem ser responsaveis pelo o estabelecimento da infeccdo bem como a
resisténcia as drogas leishmanicidas. A correlacdo entre 0S genes expressos e o0
desenvolvimento dos desfechos clinicos da LV, em especial da doenca grave, ampliard o
conhecimento sobre a patogénese desta doenca além de gerar alvos futuros a serem
explorados com a finalidade de se desenvolver estratégias para intervir no processo infeccioso

e auxiliar no controle e erradicacdo desta doenca.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Origem das amostras e critérios de escolha

As amostras de L. infantum obtidas de isolados de aspirado medular que foram
utilizadas neste trabalho sdo provenientes da coleta rotineira realizada pelo Instituto de
Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP), sediado na capital, Teresina, Estado do Piaui,
Brasil, para fins de diagndstico e tratamento de pacientes, e sdo mantidas crio-preservadas em
nitrogénio liquido.

Os critérios de selecdo das amostras para inclusdo no estudo foram os seguintes:
amostras de pacientes com Leishmaniose Visceral Ndao Grave (LVNG) e amostras de
pacientes com Leishmaniose Visceral Grave (LVG). A classificagdo seguiu critérios ja
estabelecidos pelo Ministério da Saude do Brasil [50] e implantados nesta Instituicdo. As
amostras foram selecionadas de modo aleatério independente do género e faixa etaria dos
pacientes.

2.2 Consideracdes Eticas:

O protocolo e o termo de consentimento esclarecido, obtido de todos os individuos
participantes ou do seu responsavel legal, foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Piaui sob o nimero 0116/2005. O estudo foi conduzido de
acordo com os principios da Declaracdo de Helsinki na Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Satde do Ministério da Saude que regulamenta a pesquisa envolvendo seres

humanos no Brasil.
2.3 Isolamento e cultura de promastigotas:

As cepas de L. infantum proveniente dos aspirados medular foram isoladas e
congeladas conforme protocolos ja estabelecidos [51]. Foi realizada a reativacdo e cultivo de
24 cepas onde 14 sdo de pacientes com LVNG e 10 sdo de pacientes com LVG em meio
Schneider’s (Sigma-Aldrich) em pH 7,2 suplementado com soro fetal bovino inativado
(10%), urina humana (2%) e mantido a 26 °C. A expansdo das promastigotas por
aproximadamente 7 dias foi monitorada e quantificada por contagem, em camara de Neubauer
atingindo uma densidade média de 4,2 X 107 células por ml de meio na fase log final do

crescimento.
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2.4 - Isolamento do RNA total

As células foram lavadas trés (3) vezes com solucdo de NaCl a 0,9% para retirada do
meio, e precipitadas por centrifugacdo a 3000 rpm durante 10 min. a 4°C. Foi descartado o
sobrenadante e o pellet foi resuspendido com tamp&o de lise RLT (Mini kit RNeasy® -
Qiagen). Para garantir uma melhor pureza do RNA extraido este foi tratado com DNase
(Qiagen) e purificado com o Mini kit RNeasy® (Qiagen) conforme as instrucdes do
fabricante. A quantificacdo das amostras foi realizada por absorvancia a 260 nm utilizando o
Nanodrop ND 2000 espectrofotdmetro (Thermo Scientific) e a avaliacdo da integridade do
RNA foi verificada em um Bioanalyzer (Agilent 2100) de acordo com as instru¢des dos

fabricantes. Posteriormente as amostras foram congeladas (- 80° C).
2.5 - Construcao da biblioteca transcriptdomica e sequenciamento (RNASeq)

A construcdo das bibliotecas transcriptbmicas e o sequenciamento foram realizados
no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD) da Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp) — SP, Brasil. Para a construgdo das bibliotecas das 24
amostras de RNA total, foi utilizado o kit TruSeq RNA Sample Prep v2 (Illumina, San Diego,
EUA) de acordo com as instrugdes do fabricante. As bibliotecas foram submetidas a corrida
de sequenciamento (RNASeq) no modo rapido, Paired-End (PE) com um comprimento de
leitura (reads) de 100 pb (pares de bases) em 1 lane (24 amostras por Lane) com corbertura de
12,5M reads por amostra, totalizando 300M reads nas 24 amostras utilizando o sistema
HiSeq2500 da plataforma Illumina de acordo com o protocolo do fabricante. As sequéncias de

todas as bibliotecas de cDNA serdo disponibilizadas.

2.6 — RNASeq e processamento dos dados:

As andlises de bioinformatica foram realizadas em dois servidores. No LaCTAD
(Unicampi-SP) e no Laboratério de Bioinformética e de Biologia Evolutiva — (LABBE) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) — PE. Brasil. As reads (leituras) produzidas
pelo sequenciamento foram alinhadas ao genoma de referéncia, Leishmania infantum JPCM5
(versdo 9.0 Tritryp DB), seguindo um fluxo de eventos ja estabelecidos [52]. O mapeamento
foi realizado com a ferramenta TopHat (v. 2.0) e em seguida, os transcritos foram gerados e
montados através da ferramenta Cufflinks (v. 2.2.1) [53]. A ferramenta TopHat utilizou como
parametros um guia de anotacdo dos transcritos e também utilizou um corte dos genes que

tiveram abundancia génica abaixo de 40%. Através da ferramenta Cuffdiff, [54], foi calculada
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a abundancia dos transcritos onde as read counts (quantidade de reads que foram mapeados
com o genoma de referéncia) foram normalizadas pela métrica do FPKM (Fragmentos por
quilobases de éxons por milhdes de fragmentos mapeados) e posteriormente, foi realizada a
analise da expressao diferencial entre os grupos grave e ndo grave (52). Foi aplicada a
correcdo False Discovery Rate (FDR) visando corrigir os erros associados a multiplos testes
[55]. Para a selecdo dos genes diferencialmente expressos, foram aceitos valores com FDR <
10%. A ferramenta chamada CummeRbund (v. 2.7.2), foi utilizada para processar 0s arquivos
de saida do Cuffdiff e da uma saida de qualidade para a visualizacdo dos dados (plots e
figuras) [52,54].
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3. Resultados

Neste estudo, de um total de 24 pacientes, 4 foram excluidos por ndo atenderem as
condigdes de analises. Dos 20 pacientes restantes, todos foram diagnosticados com LV com
base na sintomatologia tipica, incluindo a febre, anemia, perda de peso e
hepatoesplenomegalia, além da detec¢cdo direta do parasita em aspirados de medula dssea
(mielograma) e mielocultura. Dos 20 pacientes, 9 sdo do sexo masculino e 11 do sexo
feminino, com faixa etéria variavel (0 a 75 anos). Os critérios para a classificacdo dos
pacientes foram baseados em um estudo ja estabelecido [57] em que um sistema de escores
clinicos e laboratoriais, avalia 0 progndéstico e o risco de morte em pacientes com LV (Tabela
1) no momento do acesso ao hospital. Do total dos pacientes, 8 apresentaram LV com
prognostico grave (LVG) evoluindo com sangramentos e infeccdes bacterianas, mesmo com a
terapia empregada (antimoénios e anfotericina), e destes, 6 foram a 6bito. Os demais pacientes
(12), apresentaram LV ndo grave (LVNG), com progndstico favordvel, e todos foram

submetidos a terapia para leishmaniose (antiménio ou anfotericina).
3.1 Delineamento dos transcritos gerados pelo RNA-Seq

Os RNAs isolados a partir de culturas axénicas de promastigotas de L. infantum das
24 amostras dos pacientes, foram sequenciados em modo rapido na plataforma do sistema
[llumina HiSeq2500, gerando 354,4 milhGes de reads com comprimento de leitura de 100 pb
referente as 24 bibliotecas produzidas a partir das amostras (Tabela 2). A qualidade das reads
foi analisada com o software fastQC utilizando como entrada os arquivos no formato fastq.
Posteriormente foi feito a trimagem das reads, pelo software trimmomatic [58], baseada na
qualidade das bases, cuja precisao da base chamada durante o sequenciamento é medida pelo
indice (score) de qualidade de Phred (Q).

Os scores Q sdo definidos como uma propriedade logaritmica relacionada com a
probabilidade de erro da base chamada. Um score (Phred) 30 (Q30) é equivalente a
probabilidade de uma base incorreta ser chamada 1 em 1000 vezes. Isto &, a probabilidade de
uma base chamada estar correta é de 99,9% [59]. O mapeamento das reads no genoma de
referéncia (L. infantum JCPM5 versdo 9.0 TritrypDB) foi realizado pelo software TopHat (v.
2.0) [52] Os arquivos mapeados (BAM files) foram utilizados para montagem dos transcritos
através da ferramenta Cufflinks [52] que produziu arquivos no formato GTF e estes foram

“mesclados” gerando referéncia tinica através do Cuffmerge [52].
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O cufflinks, também inclui a ferramenta Cuffdiff, que aceita as reads montada a
partir de duas ou mais condi¢fes bioldgicas e analisa a sua expressdo diferencial de genes e
transcricdes, auxiliando na investigacdo de sua transcricdo e regulacdo pos-transcricional sob
diferentes condicOes [54]. A abundéncia dos transcritos foi determinada pela ferramenta
Cuffdiff, ap6s normalizagdo pela métrica do FPKM. De modo geral, 99,79% das reads foram
mapeadas e descartados os transcritos com abundancia menor que 40%. Em seguida foi
determinada a analise da expressdo diferencial entre 0os grupos grave e nao grave, através
desta ferramenta [52]. Foi aplicada a correcdo False Discovery Rate (FDR) visando corrigir
os erros associados a mdaltiplos testes [55]. Para a selecdo dos genes diferencialmente
expressos, foram aceitos valores com FDR < 10%. A ferramenta chamada CummeRbund (v.
2.7.2), foi utilizada para processar os arquivos de saida do Cuffdiff e da uma saida de

qualidade para a visualizacdo dos dados (plots e figuras) [52,54].

Neste experimento, a quantidade de genes mapeados pelos transcritos foi de 8364
genes em relacdo ao genoma de referéncia que apresenta 8381 genes. Um total de 17 genes
ndo foi mapeado. Para a montagem dos graficos boxplot (Fig. 1 e 2) foi utilizado a biblioteca
Bioconductor [60] do software estatistico R. O plot de densidade dos genes representado pela
a distribuicdo dos valores do FPKM (Logiofpkm) dos genes dos grupos grave e ndo grave

mostrou uma uniformidade entre a distribuicdo desses genes (Fig. 3)
3.2 Andlise de expressdo diferencial entre os grupos grave e ndo grave.

A ferramenta Cufflinks utilizou os arquivos do mapeamento para montar as reads em
transcritos e para estimar o nivel de expressao, baseado em um indice denominado FPKM.
Através da comparacdo destes indices entre as amostras dos grupos grave e ndo grave e por
meio de testes estatisticos rigorosos determinou-se a expressdo diferencial entre os grupos
(Fig. 4). Estabelecendo um ponto de corte pela métrica do FPKM > 1,5 com um valor de FDR
10% que corrige o valor p para multiplas hipéteses pelo método da taxa de falsas descoberta
[55]. Os genes diferencialmente expressados foram definidos com um p-valor ajustado (p-
value) <0,05 (5%). Esse valor de 5% j& foi descrito como o valor capaz de descobrir
verdadeiros positivos e minimizar os falsos positivos [61]. Foram produzidas duas tabelas (3 e
4) em que a tabela (3) foi gerada pela a classificacdo dos 50 genes mais expressos no grupo
nédo grave e a tabela (4) pelos genes diferencialmente expressos no grupo grave. Foi verificado
que a maioria dos genes expressos estdo no grupo ndo grave. Considerando o critério do ponto

de corte para o FPKM > 1,5 foi determinado que 50 genes foram regulados positivamente
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(Upregulation /“up-regulados™+) no grupo ndo grave e apenas 3 genes foram regulados
positivamente no grupo grave sendo regulados negativamente no grupo ndo grave
(Downregulation /“down-regulados™-). A andlise da expressdo diferencial de genes em
amastigotas (intracelular) versus promastigotas (Fig. 5 e 6) foi realizada baseado nas
informacgdes de experimentos de microarranjo [62] que avaliou a expressdo diferencial
individual de formas amastigotas intracelulares versus promastigotas da cepa Leishmania
infantum JPCMb5. Os dados de promastigotas também foram cruzados com informacdes de

RNA-Seq da mesma Leishmania [63].
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4. Discussao

O primeiro contato entre o parasita e o hospedeiro é dependente da interacdo entre as
moléculas das células de ambos os organismo e o sucesso da infeccdo depende da capacidade
do parasita de escapar dos mecanismos de protecdo do hospedeiro, permitindo a proliferacéo e
invasdo nas células alvo [64]. Varias moléculas que estdo associadas a viruléncia e interacao
parasito-hospedeiro sdo proteinas expressadas pelos genes, principalmente em funcdo das
condigbes do ambiente [65]. Neste trabalho avaliamos a expressdo dos genes em
promastigotas com o objetivo de identificar e caracterizar genes diferencialmente expressos
que possam ser inferidos ou correlacionados com a gravidade da doenga.

As reads geradas do sequenciamento produzem um arquivo com as reads-counts que
é uma contagem simples da quantidade de RNA sequenciado nas amostras dos grupos grave e
ndo grave, e o perfil da distribui¢do das read counts dos genes, que constituem o nimero de
reads ou fragmentos provenientes do sequenciamento que se alinharam com um transcrito ou
gene na amostra de referéncia [52], ndo apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
(Fig. 1), o mesmo € verificado quando as read counts sdo mapeadas em genes (Fig. 2),
gerando uma semelhanca na distribuicdo das read counts. Um total de 8364 genes foram
mapeados no genoma de referéncia que apresenta 8381 genes (Leishmania infantum JPCM5).
Apenas 17 genes ndo foram mapeados, possivelmente devido a erros causados pela técnica.

A analise de expressao diferencial entre 0s grupos grave e ndao grave mostraram uma
baixa correlagdo da expressdo diferencial entre os genes (Fig. 4). Apenas 3 genes
(Linj.28.29.50; Linj. 151240 e o Linj.23.rRNA1) foram identificados up-regulados no grupo
grave. Por outro lado, no grupo ndo grave, houve uma maior expressao dos genes up-
regulados. De modo geral, 0s grupos parecem expressar de maneira semelhante.

Recentemente um estudo foi desenvolvido para avaliar a influéncia do
microambiente no transcriptoma de promastigotas de Leishmania infantum, proveniente do
flebotominio e da cultura axénica. Neste estudo, foi verificado que o ambiente no qual o
parasita se desenvolve interfere com a expressdo de seus genes, tornando esses parasitas mais
adaptaveis as novas condicdes [66]. Desse modo, é possivel que as Leishmanias, apesar de
virem de amostras de pacientes com condi¢des de desfechos clinicos diferentes, grave e ndo
grave, 0 ambiente de cultivo que mantém as mesmas condi¢Ges de temperatura, pH e
nutrientes, tenha promovido uma selecdo de genes que melhor se adaptaram as condicdes do
ambiente, e assim, proporcionando uma expressao de semelhanca entre os genes dos grupos

(grave e nédo grave). Também foi demonstrado que as caracteristicas originais, infectividade e
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viruléncia do parasita se tornam atenuados ap0s inimeras passagens em cultura, que pode ser
remediado por passagens atraves de animais de laboratorio [67].

Os genes diferencialmente expressos no grupo ndo grave, expressaram varias
proteinas com fungbes diversas, no metabolismo lipidico, o aumento da regulagdo da
esfingolipidio A4-dessaturase (LinJ.26.1680) sugere um possivel aumento da demanda de
acidos graxos no grupo. Foram identificados [67] em promastigotas metaciclicas provenientes
do flebotominio uma upregulacéo significativa deste gene juntamente com o gene da proteina
glicosilinositol: galactofuranose (GIPL-Galf) transferase, que participam na sintese de
grandes quantidades de moléculas néo glicosiladas inositolfosfoceramida (IPC) e GIPLs [68].

Interessantemente € que as GIPLs, fosfolipidios de glicosilinositol, constituem
moléculas que revestem a superficie de promastigotas e amastigotas de Leishmania [69] e
varios estudos in vitro em macréfagos murinos, mostraram que os GIPLs ajudam na
sobrevivéncia destes parasitas dentro do macréfago por inibir a 6xido nitrico sintase induzivel
(iNOS) na producdo de NO, que € toxico para esses parasitas [70,71]. Também foi
demonstrado que os esfingolipidos e as moléculas de sinalizacdo derivada deles,
desempenham um papel dindmico que regula muitos processos biologicos, em varios
organismos. Em particular, a via de sinalizacdo dependente da proteina quinase C (PKC),
além de participarem do transporte de membrana e remodelacdo do citoesqueleto, sendo
importante para o estabelecimento da infecgéo pela Leishmania [72].

Dentro do processo metabolico lipidico também apresentou-se upregulado a enzima
fosfoglicano beta 1,3 galactosiltransferase (LinJ.36.0010) muito embora a maioria dos genes
membros da familia desta proteina (enzima) sdo diferencialmente expressados em amastigotas
[73]. A andlise de expressdo diferencial entre promastigotas prociclicas e metaciclicas de L.
infantum, demonstrou que esta proteina, fosfoglicano beta 1,3 galactosiltransferase, bem
como a amastina (LinJ.24.1300), ambas envolvidas nos processos de biossintese de
glicoproteina de superfice celular, sdo reguladas positivamente em promastigotas metaciclicas
[74]. Este gene, amastina, também mostrou ser upregulado em amastigotas [75]. Uma analise
de expressdo com L. major e L. infantum demonstrou que algumas amastinas sao estagio-
especifica do ciclo de vida destes parasitas, e que os perfis de expressdo dos varios ort6logos
séo diferentes entre estas duas espécies [76].

Esses dois genes, amastina e 1,3-betagalactosil transferase estdo relacionados com a
infectividade das promastigotas metaciclicas, visto que é uma forma diferenciada do parasita

gue serd exposta a resposta imune inata do hospedeiro mamifero e destina-se a entrar dentro
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dos fagdcitos [74]. Foi demonstrado, que alteragdes significativas entre as interacfes de
membranas dos macrofagos e das amastigotas intracelulares, sugerem que as amastinas sdo
fatores de viruléncia essenciais para a replicacdo do parasita no interior da célula hospedeira
do mamifero [77].

A enzima [1,3GalT também estd envolvida na biossintese de glicanos como LPG,
PPG e glicoproteinas [78], estas moléculas estdo envolvidas na infectividade e na viruléncia
destes parasitas [79]. A arabinosiltransferase beta 1,2 fosfoglicano (LinJ.02.0190) também
identificada, foi verificado sua participagdo em processos bioldgicos e funcdo molecular
semelhante a enzima 1,3GalT. Ja a beta frutofuranosidase (LinJ.04.0300) representa uma
enzima importante nos processos metabdlicos dos carboidratos promovendo a formagéo de
moléculas derivadas de carboidratos a partir da adicdo de uma molécula de carboidrato.

Um gene interessante que foi identificado como upregulado foi (LinJ.15.0540) de
uma suposta ecotina (ISP3), esse gene participa do mecanismo ativo de evasao da resposta
imune do hospedeiro atraves da regulagdo do sistema complemento do hospedeiro. Em L.
major trés genes semelhantes a ecotina, denominados inibidores da serina peptidase (ISP)
foram identificados (ISP1/ISP2/ISP3) e sdo expresssos em promastigotas prociclicos e
metaciclico [80]. A inibicdo das serino peptidases pelos ISP no estagio inicial da interacéo
parasita-macrofago nas células do hospedeiro mamifero é requirido para uma adaptacdo
intracelular inicial 6tima pela L. major nos macrofagos, sendo crucial para o estabelecimento
de infeccdes produtivas no hospedeiro [81]

Entre os processos de modificacdo protéica, a atividade da proteina quinase (PK) esta
presente em niveis elevados em promastigotas de fase logaritmica e estacionaria [62]. A
protéina kinase (LinJ.30.0620) também foi identificada como upregulada em promastigotas
metaciclicas em relacdo as promastigotas prociclicas por [74]. Estas protéinas estdo
associadas a varias vias de transducdo de sinais, muito embora, ainda ndo sdo descritas em
Leishmania spp. e a atividade da PK aparece em um amplo espectro de familias de proteinas.
Assim, a regulacdo especifica do estagio de abundancia da transcricdo pode ser diferente,
dependendo da PK especificas [74].

Varios genes que codificam o fator de alongamento a, inclusive o (LinJ.17.0190),
que foi identificado neste estudo, foi upregulado nos resultados de [74]. Esta proteina tem
sido implicada na interferéncia com vias de transdugéo de sinais, mediados pelo sistema SHP-

1 em macréfagos e por modular resposta na célula [34].
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As atividades relacionadas a expressao de genes também indicaram que 0S processos
bioldgicos relacionados a traducdo e biogénese ribossomal sdo altamente representados nas
promastigotas de fase estacionaria (metaciclicas). Proteinas relacionadas ao processo de
traducdo, como a ubiquitina de fusdo (LinJ.31.1930) foram encontradas upreguladas em
promastigotas metaciclicas e proteinas de reparagdo do emparelhamento incorreto de bases do
DNA também foram identificadas (LinJ.21.1100). Essas proteinas foram demonstradas
upreguladas em promastigotas de L. infantum, provenientes do flebotominio, em relacdo a
forma amastigota [67]. Elas comp&em um sistema de reconhecimento e reparacao da insercao
errada, delecédo, e da incorporacdo errada de bases que podem surgir durante a replicacdo do
DNA e nos processos de recombinacéo [82].

Proteinas responsaveis pela montagem e desmontagem da cromatina, ou seja,
proteinas envolvidas nos processos que evitam ou reduzem a frequéncia, o0 grau e a extensao
do silenciamento da cromatina, (LinJ.20.0060) juntamente com varias proteinas de ligacdo ao
RNA, (LinJ.29.1440, LinJ.29.1460, LinJ.29.1470) foram identificadas upreguladas. As
proteinas de ligacdo ao RNA, sdo proteinas que se ligam as moléculas do acido ribonucleico
(RNA), geralmente sdo encontradas no citoplasma e no nucleo, e séo importantes na formacéo
de ribonucleoproteinas (RNPs) que sinalizam os eventos do splicing de mRNA (RNA
mensageiro), poliadenilagdo, estabilizacdo, localizacdo e tradugdo [83]. Pequenos RNAs
nucleares (snRNAs) (LinJ.23.snRNA2), que se associam no nucleo com precursores dos
MRNA e rRNA (pré-mRNA e pré-rRNA) sob a forma de ribonucleoproteina (SnRNP), e
pequenos RNAs nucleolares (LinJ.05.snoRNAL) [84,85].

A proteina semelhante ao fator de interagdo a um dominio nuclear LIM,
(LinJ.36.7090) sdo proteinas de ligacBes que constitui fatores de transcricdo capazes de
modificar destinos celulares durante o desenvolvimento das células, resultando em diversos
tipos de células diferenciadas capazes de fungdes unicas, como a atividade de marcacgéo para a
degradacdo e dobramento de proteinas chaperonas. Nos processos de dobramentos protéicos
as chaperoninas HSP 60 foram identificadas (LinJ.36.2140, LinJ.36.2130) e implicadas na
importacdo de proteina mitocondrial e montagem macromolecular, além de facilitar o
dobramento correto de proteinas importadas. A analise da expresséo diferencial de proteinas,
também identificou estas proteinas em L. infantum em uma relagdo upregulada entre

amastigota e promastigotas [45].
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A proteina calreticulina (LinJ.31.2670), envolvida nos dobramentos protéicos e na
montagem correta de polipeptideos de cadeia simples ou complexas, foi identificada
upregulada e também apresenta a fungdo molecular como ligante de ions calcio.

A ubiquitina é uma proteina muito conservada envolvida em uma variedade de
fungdes celulares como na selecdo protéica para a degradacdo e resisténcia ao estresse [86].
Foi verificado que a variagdo na ligacdo da ubiquitina pode influenciar a funcdo da proteina a
proteolise atuando na modificacdo protéica como uma chaperona. Varios genes da ubiquitina
foram encontrados por [87] em diferentes fases do ciclo do parasita L. infantum. Esta proteina
(LinJ.31.1930) também foi encontrada upregulada neste estudo.

Genes upregulados das citocromos oxidases foram identificados (LinJ.12.0620,
LinJ.07.0210, LinJ.20.0850) neste trabalho. As funcdes destes genes foram relacionadas ao
gene que codifica uma proteina de 27 kDa (Ldp27), presente na membrana mitocondrial da L.
donovani. A proteina Ldp27 esta associada a subunidade do complexo ativo da COX
(Citocromo oxidase), especifica nas fases infecciosas de promastigotas metaciclicas e
amastigotas de Leishmania. Foi demonstrado que Ldp27 é necessaria para elevar o nivel de
atividade da COX nas amastigotas e que a supressdo deste gene reduz a atividade da COX e a
sintese de ATP nestes parasitas, tornando-0s menos virulentos na infeccéo [88].

Outros genes upregulados identificados foram os das proteinas Rieske
(LinJ.35.1540), que sdo proteinas ferro-enxofre componentes de complexos das citocromos
oxidases, 0s genes de uma suposta subunidade (F1) das proteinas ATP sintases (LinJ.21.2140)
que sdo acopladas ao transporte de protons e varios outros genes relacionados aos processos
celulares metabolicos (LinJ.35.1240, LinJ.17.1110), & comunicagdo celular (LinJ.25.1210,
LinJ.21.0820) e ao ciclo celular (LinJ.30.3690). Além disso, um total de 19 genes que
codificam proteinas hipotéticas distintas foram upregulados, porém nenhuma suposta funcéo
bioldgica foi avaliada nesses genes.

Em relagéo ao grupo grave, apenas 3 genes foram identificados como up-regulados e
anotados como: Proteina de choque térmico Hsp70 (LinJ.28.2950), Transportador de
nucleosideo 1 (LinJ.15.1240) e rRNA 5S(MS) (LinJ.23.rRNA1).

A proteina de choque térmico Hsp70 exibe funcbes de chaperonas auxiliando nos
dobramentos protéicos, montagens de proteinas complexas e nas translocacfes de proteinas
através dos compartimentos celulares [89,90]. Na L. donovani a HSP70 foi caracterizada

como um antigeno dominante, alvo da resposta imune humoral nas infec¢des [91].
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Na L. infantum, também foi demonstrado que as proteinas HSP70 e HSP83 se
comportam como potentes mitdgenos in vitro para as células B dos esplendcitos murinos [92].
Varios trabalhos apontam esta protéina como um fator de viruléncia [93,94]. Em T. gondii foi
demonstrado que a Hsp70 inibe a expresséo da iNOS, a producdo de NO, e a atividade do NF-
kP. Esses efeitos foram observados nas cepas virulentas destes parasitas [95]. O transportador
de nucleosideo 1 é um componente celular de membrana cujo processo bioldgico e fungdo
molecular consiste em transportar nucleosideos através da atividade transmembranar.

Uma anélise bastante interessante, foi realizada entre os genes diferencialmente
expressos identificados neste estudo com os genes diferencialmente expressos em amastigotas
(intracelular) (Fig. 5 e 6), cuja expressdo ndo foi modificada pelo estagio do ciclo celular. De
acordo com o resultado da andlise € possivel sugerir que os genes upregulados presentes em
ambas as formas, promastigotas e amastigotas, tenham correlagbes a fim de validar as
observac0es feitas em promastigotas de maneira que possa se estender na compreensao do que
ocorre no hospedeiro vertebrado.

Apesar do perfil de expressdo diferencial ter identificado poucos genes, entre 0s
grupos grave e ndo grave, como o0 gene Hsp 70 e o gene transportador de nucleosideo que
foram fortemente expressos apenas no grupo grave, as condigdes de cultivo foram apropriadas
para a expressao de todos os outros genes, muitos deles, associados a fatores de viruléncia e
importantes na efetividade da infeccdo do parasita. Desse modo, sugerindo possiveis alvos
para pesquisas futuras e geracdo de meios para o desenvolvimento de estratégias que possam

intervir no processo infeccioso e auxiliar no controle e erradicacao desta doenca.
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5. Concluséo

Neste trabalho foram identificados e anotados genes upregulados expressados tanto
no grupo grave (3 genes) quanto no grupo ndo grave (50 genes) que sdo sugestivos de
viruléncia e importantes na infectividade. Dentre os genes identificados no grupo grave a
proteina Hsp70 e um transportador de nucleosideo se destacaram com maior expressao e ndo
foram expressos no grupo ndo grave. A baixa expressdo diferencial entre 0s grupos grave e
ndo grave possivelmente foi devido a selecdo do meio de cultura sobre os grupos de parasitas
igualando a expressao dos seus genes. Os genes gerados neste trabalho podem ser apontados
como possiveis alvos para pesquisas futuras gerando meios para o desenvolvimento de
estratégias que intervenham no processo infeccioso e auxilie no controle e erradicacdo desta

doenca.
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N° Escore Probabilidade  Classificacdo  Classificacdo quanto a
Mielograma de de morte (%) guanto a sobrevivéncia
gravidade gravidade
4092 0 0.003 Né&o grave Vivo
3557 0 0.003 Né&o grave Vivo
3991 0 0.005 Né&o grave Vivo
4018 1 0.01 Né&o grave Vivo
4084 1 0.07 Né&o grave Vivo
3907 2 0.02 Né&o grave Vivo
5556 2 0.02 Né&o grave Vivo
5550 2 0.02 Né&o grave Vivo
5560 2 0.03 Né&o grave Vivo
4118 2 0.03 Né&o grave Vivo
4090 3 0.04 Né&o grave Vivo
4611 4 0.08 Né&o grave Vivo
5181 4 0.13 grave Vivo
4068 4 0.13 grave Morto
5570 5 0.15 grave Morto
2855 5 0.25 grave Morto
3075 6 0.29 grave Vivo
3967 6 0.29 grave Morto
3845 6 0.44 grave Morto
3800 8 0.67 grave Morto




Tabela 2. Namero de reads gerados por amostra.

Amostra Reads % Bases > = Q30
4092 4.587.448 85,60
3557 16.316.948 86,38
3991 11.130.710 86,27
4018 24.616.850 86,55
3189 17.297.836 86,44
4084 14.418.620 84,95
3907 8.874.170 86,79
5556 11.871.690 85,83
5550 38.585.330 85,14
5560 5.883.218 86,91
4118 16.496.116 86,57
2914 14.341.694 84,67
4090 20.218.152 85,95
4611 6.786.684 86,12
5181 11.363.926 87,08
4068 11.291.534 85,89
5570 17.196.394 86,39
2855 14.443.334 86,18
3075 14.849.854 86,47
3967 14.112.170 86,92
3845 8.035.532 86,24
3916 23.383.798 86,36
3800 11.743.080 86,21
3816 16.547.766 87,11
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Figura 1. BoxPlot representando o total de reads counts por amostra. As caixas vermelhas

representam os pacientes graves e as verde 0S ndo graves.
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Figura 2. BoxPlot representando os reads mapeados nos genes de cada amostra. As caixas

vermelhas representam os pacientes graves e as verde 0s ndo graves.
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genes
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NonFatal

density

2
log10(fpkm)

Figura 3. Plot de densidade representando a distribui¢do dos valores do FPKM (Logiofpkm)
dos genes dos grupos grave e ndo grave para avaliar ou examinar a quantidade de genes no

conjunto total dos genes.
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genes: Fatal/NonFatal

significant
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—loggip value)

logz(fold change)

Figura 4. Volcano Plot. Gréafico de dispersdo da expressdo diferencial dos genes dos grupos
grave X ndo grave. Cada ponto representa um gene sendo que os vermelhos sdo o0s
significativamente expressos e a linha cinza que demarca no eixo x para log2Fc (logaritmo de
fold-change) é o ponto em que o nivel de expressdo é maior que duas vezes. —logio(p value)

versus LogzFc logFC. Considera-se um gene diferencialmente expresso para logFC >2.
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Figura 5. Descricdo da diferenca de expressdo do gene da proteina de choque térmico
(HSP70) usando Fold Change (FC < -2) ou (FC > 2) como cutoff. Eixo X Comparagao direta;
Amastigotas Intracelulares vs. Promastigotas (IC.A vs P) e Amastigotas axénicas vs.
promastigotas (Ax.A vs P). Eixo Y Valores de expressdo para experimentos de microarranjos
de 2 canais sdo razfes de log (M = log2 Cy5 / Cy3). Foi fornecido a diferenca no eixo direito.
Para quaisquer 2 pontos no grafico (M1, M2) a diferenca em vezes é calculado por:

alimentacéo (2, (M2-M1)) ou valor da expresséo percentil.
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Figura 6. Medida de expressao diferencial do gene da (HSP70) entre grupos (grave vs ndo
grave) e entre amostras. Normalizacdo por FPKM e diferenciacdo por Fold Change (FC < -
1,5) ou (FC > 1,5).



Tabela 3. Os 50 genes diferencialmente expressos no grupo nio grave em relagao ao grupo grave (FC > 1,5)
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Anotacéo Func&o do gene anotado FC RC RC p value FDR FPKM IC FPKM IC R Ai/P
GG GNG GNG GNG GG GG (+/-)
LinJ.23.0700 Hypotheticalprotein 115.486.453.202 3248 3751 5,00E-05 0.000500685 249.176 220.415 - 395.975 359.807 - + -
277.937 432.144
LinJ.23.snRNA2 Small nuclear RNA U3 snRNA 115.555.555.556 45 52 0.001 0.00676852 156.904 6.87616 - 348.644 130.314 - + p
306.932 566.975
LinJ.36.2140 Chaperonin HSP60 mitochondrial 116.907.248.157 6512 7613 5,00E-05 0.000500685 245.343 228.448 - 393.35 372.061 - + =
precursor 262.238 414.639
LinJ.36.2130 Chaperonin HSP60 120.228.003.508 3421 4113 5,00E-05 0.000500685 134.968 122.518 - 203.815 188.589 - + =/dr
Mitochondrial precursor 147.419 219.041
LinJ.12.0620 Cytochrome c oxidase subunit 1V 120.362.190.813 4528 5450 5,00E-05 0.000500685 265.08 241,741 - 409.472 380.602 - + =/+Ai/dr
288.418 438.342
LinJ.08.1190 Hypotheticalproteinconserved 120.919.881.306 3370 4075 5,00E-05 0.000500685 403.794 329.424 - 597.122 506.208 - + --
478.165 688.036
LinJ.36.7090 Nuclear lim interactor interacting 121.568.627.451 204 248 0.00125 0.00810585 148.196 8.74184 - 201.327 13.0128 - + =/Ai+
Factor putative 20.8974 27.2526
LinJ.30.3690 CYC2-like protein putative (CYC7) 125.161.290.323 155 194 0.00025 0.00211161 114.451 5.49777 - 169.332 9.83231 - + =/Plur
17.3924 24.034
LinJ.17.0190 Elongationfactor 1-alpha 12.542.204.568 1007 1263 5,00E-05 0.000500685 817.816 70.5994 - 107.875 95.1414 - + =/ur
92.9638 120.609
LinJ.36.0790 Hypotheticalproteinconserved 126.358.695.652 368 465 5,00E-05 0.000500685 156.522 11.1005 - 213.171 15.9502 - + --
20.204 26.684
LinJ.15.0540 Ecotinputative ISP3) 126.564.673.157 719 910 5,00E-05 0.000500685 41,547 32.7463 - 534.769 43.5696 - + =
50.3478 63.3842
LinJ.21.1100 mis-match repair protein putative 127.601.809.955 884 1128 5,00E-05 0.000500685 135.188 11.2277 - 193.788 16.6111 - + =
15.8099 22.1465
LinJ.32.2610 Hypotheticaproteinconserved 127.697.841.727 556 710 5,00E-05 0.000500685 136.648 10.6959 - 190.534 15.5643 - + -
16.6337 22.5425
LinJ.05.snoRNA1 LM5C1C4 127.777.777.778 126 161 0.0023 0.0131445 33.676 6.47277 - 547.922 21.708 - + P
60.8793 87.8765
LinJ.35.5040 Hypotheticalproteinconserved 127.777.777.778 162 207 0.00125 0.00810585 116.178 6.05814 - 162.906 9.75465 - + -
17.1775 22.8265
LinJ.06.1360 Hypotheticalproteinconserved 127.967.479.675 6150 7870 5,00E-05 0.000500685 218.634 203.73 - 298.096 280.854 - + --
233.539 315.337
LinJ.30.0620 Proteinkinaseputative 128.298.611.111 576 739 5,00E-05 0.000500685 144.304 11.3046 - 198.413 16.1915 - + =
17.5562 23.491
LinJ.20.1420 Pumilio protein 9 putative RNA- 128.571.428.571 357 459 0.02065 0.0754415 812.685 4.98307 - 986.745 6.35558 - + Plur
binding Regulatory protein putative 11.2706 13.3793
(PUF9B)
LinJ.20.0060 anti-silencing protein asf 1-like 129.180.327.869 305 394 0.0009 0.0061801 484.732 31.3383 - 620.317 43.0566 - + =/P/dr
protein 65.6081 81.0069
LinJ.04.0300 beta-fructofuranosidaseputative 129.692.832.765 586 760 0.0005 0.00382177 170.307 12.8849 - 206.792 16.1149 - + =/P/ur
21.1765 25.2435
LinJ.27.0110 Hypotheticalproteinconserved 130.426.065.163 1995 2602 5,00E-05 0.000500685 272.326 199.996 - 367.514 284.732 - + -
344.656 450.297
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LinJ.10.0590

LinJ.35.1940

LinJ.31.1930

LinJ.28.2630

LinJ.21.0820

LinJ.07.0210

LinJ.26.1680

LinJ.17.1110

LinJ.35.1240

LinJ.31.2670

LinJ.20.0850

LinJ.29.1440

LinJ.35.1540

LinJ.24.1300

LinJ.29.1470

LinJ.02.0190

LinJ.12.0430

LinJ.33.2080

LinJ.03.0940

LinJ.31.1470

LinJ.21.0070

LinJ.32.3770

LinJ.21.2140

Hypotheticalproteinunknownfunction
Hypotheticalproteinconserved
ubiquitin-fusionprotein
Hypotheticalproteinconserved
ATPasesubunit 9 putative

Cytochrome ¢ 1 heme
proteinmitochondrial precursor
putative

Fatty acid desaturase putative
sphingolipid delta 4
desaturaseputative

Hydrolase alpha/beta fold family-like
protein

Short chaindehydrogenaseputative

Calreticulinputative

Cytochrome c oxidase assembly
factor-like protein
RNA-bindingproteinputative
Rieskeiron-
sulfuproteinmitochondrial
_precursor putative (RISP)
amastin-like surface protein-like
protein

RNA bindingproteinputative
Phosphoglycanbeta

1 2 arabinosyltransferase (SCA1)
Hypotheticalproteinunknownfunction
Hypotheticalproteinconserved
Hypotheticalproteinconserved
Hypotheticalproteinunknownfunction
Hypotheticalproteinconserved

Hypotheticalproteinconserved

ATP synthase F1 subunit gamma

131.164.709.616

131.269.349.845

131.571.741.512

132.027.424.094

132.641.615.255

132.676.740.421

132.780.082.988

133.306.581.059

133.623.910.336

133.711.623.462

134.157.303.371

134.199.134.199

13.453.522.301

134.578.754.579

1.348

134.842.249.657

135.245.901.639

135.403.726.708

136.185.925.282

136.681.222.707

136.748.518.205

136.791.147.994

136.879.432.624

3151

323

3652

1021

1783

3706

482

1246

1606

8371

445

231

4798

1365

250

729

488

483

2302

687

1181

2169

1410

4133

424

4805

1348

2365

4917

640

1661

2146

11193

597

310

6455

1837

337

983

660

654

3135

939

1615

2967

1930

5,00E-05
0.00245
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

5,00E-05

0.0207

5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
0.0036

5,00E-05

5,00E-05
0.00745
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05
5,00E-05

5,00E-05

0.000500685

0.0138346

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.0755212

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.0189448

0.000500685

0.000500685

0.0340372

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

0.000500685

770.429

28.763

470.673

471.661

251.948

267.735

453.611

93.019

132.931

519.549

425.201

857.995

319.913

952.792

933.667

223.293

149.191

202.175

404.976

363.709

105.205

284.884

108.284

70.3831 -
83.7027
18.7361 -
38.7899
0-9.55398

39.1498 -
55.1825
196.792 -
307.104
239.567 -
295.903

1.50296 -
7.56926

78.8206 -
107.217
112.818 -
153.043
489.769 -
549.328
30.4578 -
54.5824
5.5808 -
11.5791
291.745 -
348.081

73.3579 -
117.201
6.34085 -
12.3325
18.2225 -
26.4362
11.2943 -
18.544
15.1752 -
25.2597
334.785 -
475.167
28.906 -
43.8357
87.0856 -
123.324
241.246 -
328.522
91.9564 -

102.035

35.972

263.772

638.572

327.986

374.529

62.935

119.27

181.764

689.191

569.336

106.778

429.207

120.389

113.456

286.133

211.893

267.445

562.068

47.117

145.369

362.482

138.795

94.4208 -
109.65
25.115 -
46.829
231.074 -
296.469
54.4418 -
73.2727
266.767 -
389.205
341.352 -
407.706

2.71842 -
9.86858

103.159 -
135.382
158.216 -
205.312
655.055 -
723.327
42.9345 -
70.9326
7.38573 -
13.9699
396.724 -
461.69

95.7332 -
145.045
8.00822 -
14.6831
23.9674 -
33.2593
16.9784 -
25.4002
21.0505 -
32.4386
479.205 -
644.932
38.6474 -
55.5866
123.817 -
166.921
313.251 -
411.712
120.365 -

=/Plur

=/Aildr
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LinJ.28.0350

LinJ.29.1460

LinJ.24.0520

LinJ.25.1210

LinJ.08.1010

LinJ.36.0010

protein putative
Hypotheticalproteinconserved

RNA bindingproteinputative
Hypotheticalproteinconserved
ATPase beta subunitputative
Hypotheticalproteinconserved

Phosphoglycan beta 1
3galactosyltransferase 4 (SCG4)

13.698.630.137

137.051.792.829

137.343.358.396

13.734.939.759

137.401.998.463

137.623.762.376

365

502

399

498

6505

101

500

688

548

684

8938

139

5,00E-05
5,00E-05
0.00075
0.0002
5,00E-05

0.00525

0.000500685

0.000500685

0.00534167

0.00174615

0.000500685

0.025741

12.876

136.374

127.158

136.875

417.659

816.441

124.612
9.33412 -
16.4178
10.5733 -
16.7014
9.47426 -
15.9574
9.53747 -
17.8376
389.33 -
445,988
3.82188 -
12.5069

177.133

185.894

154.811

175.269

567.69

111.068

157.225

13.5108 -

21.9158

15.0419 -

22.1369

11.9273 -

19.0349

12.8305 -

22.2233

534.987 -

600.392

6.14377 -

16.0699

+

=/Ai/dr

=/dr

=/P/ur

FC = FoldChange, RC(GG) = ReadCount (Grupo Grave), RC(GNG) = ReadCount (Grupo Néo Grave), FPKM = Fragmentos por quilobase de éxon por
milhdes de reads mapeadas, IC(GG) =Intervalo de Confianca (Grupo Grave), IC(GNG) = Intervalo de Confianca (Grupo Nao grave). R = (Regulacao:

Upregulation = +/Downregulation= -), Ai/P = Amastigota Intracelular vsPromastigota (= comum, =Ai+ comum, mais expresso em Amastigota

Intracelular, =P+ comum, mais expresso em promastigota, dr, downregulated, ur, upregulated, --, ndo avaliado).
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Tabela 4. Genes diferencialmente expressos no grupo grave classificados pelo Fold Change (FC <-1,5) ou (FC > 1,5)

Anotacéo Funcéo do gene anotado FC RC RC p value FDR FPKM IC FPKM GG IC R Ai/P
GG GNG GNG GNG GG (+-)

LinJ. heat-shock protein hsp70 0.119658119 117 14 0.00015 0.00135067 0.34553 0-1.14553 448.826 2.34089 - =/Plur
28.2950 putative 658 6.63562 -

LinJ. Nucleosidetransporterlputative 0.507194244 278 141 5,00E-05 0.00050068 347.851 1.45956 - 732.675 4.33942 - =
15.1240 604 5 5.49745 10.3141 -
LinJ.23. 5S(MS) ribosomal RNA 0.868421052 38 33 5,00E-05 0.00050068 90.347 67.1114 - 441.067 4.57864 - P
rRNA1L 632 5) 113.583 877.555 -

FC = FoldChange, RC(GG) = ReadCount (Grupo Grave), RC(GNG) = ReadCount(Grupo Nao Grave), FPKM = Fragmentos por quilobase de éxon por
milhdes de reads mapeadas, IC(GG =Intervalo de Confianca (Grupo Grave), IC(GNG) = Intervalo de Confianca (Grupo N&o grave), R = (Regulacao:
Upregulation = +/Downregulation= -), Ai/P = Amastigota Intracelular vs Promastigota (= comum, = Ai + comum, mais expresso em Amastigota

Intracelular,=P+comum,maisexpressoempromastigota)
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Promastigotas metaciclicas
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Figura 1: Ciclo de vida da Leishmania sp. Adaptada de M.O.; Olliaro, P.L.; Costa, D.L.;
Costa, C.H.N. Trends in Parasitology. September 2011, Vol. 27, No.9. Ciclo de vida da
leishmaniose visceral (LV). A LV humana é transmitida por vetores fémeas flebotomineos
que durante o repasto sanguineo ingerem celulas infectadas com a protozoario Leishmania na
forma amastigotas que em seu intestino se transforma em promastigota. Essas formas se
desenvolvem e multiplicam e migram para a probdscida, onde sdo injetadas por fémeas nos
hospedeiros vertebrados mamiferos durante o repasto sanguineo. No local da picada,
promastigotas sdo fagocitadas por macrofagos e outros tipos de células fagociticas. As
promastigotas metaciclicas, em seguida, transformam-se dentro destas células em
amastigotas, que se multiplicam por divisdo simples e prossegue para infectar outras células

mononucleares fagociticas.
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Figura 2: Paciente com hepatoesplenomegalia causada pela Leishmaniose visceral.
Fonte: Murray, H.W.; Berman, J.D.; Davies, C.R.; Saravia, N.G. Advances in leishmaniasis.
Lancet. 2005. p. 156177
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Figura 3: Transcricdo e processamento de mRNA em Trypanosomatideos. Adaptado de
Araljo, P. R. e Teixeira S.M. Mem Inst Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Vol. 106(3): 257-266,
2011. Transcricdo e processamento do mMRNA em Trypanossomatideos: Os agrupamentos de genes no
genoma sdo transcritos como pré-mRNA policistrénicos e processados por reagdes de trans-splicing e
poliadenilacdo. Sequéncias de Polipirimidinas presentes em regifes intergénicas guiam a insercdo de
um cap de sequéncia splicing lider (SL) na extremidade 5 'e a cauda poli-A na extremidade 3' dos
transcritos, gerando mMRNAs maduros monocistrénicos que se acumulam em diferentes niveis no

citoplasma.
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