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RESUMO

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas causadas pelo protozodrio do genéro
Leishmania, que atingem milhdes de pessoas por ano. O tratamento € realizado primeiramente
com antimoniais pentavalentes e, em casos de resisténcia, sdo indicadas a pentamidina ou
anfotericina B. Todos estes farmacos sdo téxicos e induzem efeitos colaterais nos pacientes.
Devido a dificuldades no tratamento, o estudo de moléculas presentes no parasita se torna
importante. Dentre essas, as heat shock proteins 70 (HSP70) sdo proteinas essenciais para o ciclo
de vida da Leishmania. Durante a passagem do vetor para o hospedeiro vertebrado, o parasita
encontra varios tipos de estresses que induzem a uma maior expressdo da HSP70. Nesse projeto
avaliou-se os efeitos da superexpressdao da HSP70 em Leishmania (Leishmania) amazonensis,
comparando-se parasitas que superexpressam a proteina HSP70 (pTEX-HSP70) com parasitas
contendo somente o vetor (pTEX). Os resultados mostraram que os promastigotas transfectados
pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram vérios aspectos ultraestruturais semelhantes aos nao
transfectados (WT), porém mostraram ser maiores € com o tamanho da drea nuclear maior. A
superexpressao da proteina HSP70 conferiu aos parasitas uma fase estaciondria de proliferacdo
mais estendida do que a observada em parasitas pTEX. Uma maior resisténcia e capacidade
proliferativa foram observadas nos parasitas pTEX-HSP70 quando submetidos a diferentes
condi¢cdes de estresses (tratamentos com H,O, choque térmico e ambiente hiperbdrico), em
relacdo a parasitas pTEX. Os resultados também mostraram que parasitas pTEX e pTEX-HSP70
infectam culturas de macrdofagos peritoneais e macréfagos humanos derivados de sangue
periférico, em taxas (% de infec¢cdo e nimero de amastigotas/macréfago) semelhantes a de
parasitas WT. O processo de infec¢do em camundongos BALB/c mostrou que o tamanho da lesao

induzida pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 na pata foi diferente nas primeiras semanas, mas
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semelhante no curso final da infeccdo. Adicionalmente, as cargas parasitdrias nas lesdes dos
camundongos BALB/c infectados com os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 foram semelhantes,
mas maiores que as cargas parasitdrias nas lesdes induzidas por WT. Além disso, os bacos dos
camundongos infectados com os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram visceralizagao.
Ensaios da bioenergética destes promastigotas mostraram que parasitas pTEX-HSP70 apresentam
maiores taxas de consumo de O, do que parasitas pTEX, apesar de apresentarem producdo de
ATP semelhante. A producio de superéxido nos parasitas pTEX-HSP70 e pTEX foram similares,
apesar da liberacdo de H,O, ser bem inferior nos de parasitas pTEX-HSP70. Os resultados
obtidos indicam que a superexpressdo da proteina HSP70 protege a L.(L.) amazonensis de

situagdes de estresse imediato, mas ndo interfere com a sua capacidade infectiva.

Palavras-chave: Leishmaniose; HSP70; superexpressao.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are a group of diseases caused by the protozoan genus Leishmania, which
affect millions of people each year. The treatment is performed primarily with pentavalent
antimony and resistance cases are indicated pentamidine or amphotericin B. All these drugs are
toxic and induce side effects in patients. Due to difficulties in treatment, the study of molecules
present in the parasite becomes important. Among these, the heat shock protein 70 (HSP70)
proteins are essential for the life cycle of Leishmania. During the transition from vector to
vertebrate host, the parasite finds various types of stresses that induce a higher expression of
HSP70. In this project was evaluated the effects of overexpression of HSP70 in Leishmania
(Leishmania) amazonensis, comparing parasites that overexpressing HSP70 (pTEX-HSP70)
protein with parasites containing the empty vector (pTEX). The results showed that transfected
promastigotes pTEX and pTEX-HSP70 showed several similar ultrastructural aspects similar to
promastigotes of L.(L.) amazonensis untransfected (WT), but proved to be larger and the size of
the largest nuclear area. Overexpression of HSP70 protein gave the parasites a stationary phase of
proliferation more extended than that observed in parasites pTEX. Higher strength and better
proliferative capacity were observed in parasites pTEX-HSP70 when submitted to different stress
conditions (hydrogen peroxide, heat shock treatments and hyperbaric environment), in relation to
parasites pTEX. The results also showed that pTEX and pTEX-HSP70 parasites infect cultures of
peritoneal macrophages and human peripheral blood-derived macrophages in rate (% infection
and the number of amastigotes / macrophage) similar to WT parasites. The process of infection in
BALB/c mice showed that the size of the induced parasitic pTEX and pTEX-HSP70 foot injury
was different in the first few weeks but similar in the final course of infection. Additionally,

parasitic loads on the lesions of BALB/c mice infected with pTEX and pTEX-HSP70 parasites
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were similar, but larger than the parasitic loads in lesions induced by WT. Moreover, spleens
from infected with pTEX and pTEX-HSP70 parasites mice showed visceralization. Assays of
bioenergetics promastigotes showed that these pTEX-HSP70 parasites consume more O, than
pTEX parasites, despite showing similar ATP production. Superoxide production in parasites
pTEX and pTEX-HSP70 were similar, despite the release of hydrogen peroxide is considerably
lower than pTEX-HSP70 parasites. The results indicate that overexpression of HSP70 protein
protect L.(L.) amazonensis in immediate situations of stress, but does not interfere with its

infective capacity.

Keywords: Leishmaniasis; HSP70; overexpression.
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1- INTRODUCAO

1.1- Aspectos gerais das leishmanioses

As Leishmanioses sdo um conjunto de doencas polimérficas causadas por protozodrios
parasitas pertencentes ao gé€nero Leishmania (Stockdale & Newton, 2013). Este parasita
apresenta duas formas distintas, uma flagelar extracelular presente no interior do tubo digestivo
do inseto vetor e uma intracelular, presente no interior de macréfagos do hospedeiro vertebrado
(Kling & Korner, 2013).

Durante o repasse sanguineo do vetor flebotomineo, formas promastigotas metaciclicas
sdo inoculados na pele do hospedeiro mamifero. Os parasitas sdo fagocitados por macrofagos
residentes onde se transformam em formas amastigotas, residindo e se multiplicando no interior
destas células (Walker et al., 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde, as leishmanioses causam de 20 a 30 mil
mortes anualmente e, ja estdo registrados 1,3 milhdes de novos casos por ano com esta parasitose
(WHO, 2014). A leishmaniose estd presente em algumas regides das Américas, Africa, leste da
Europa, centro e oeste da Asia e na India (Silva-Almeida et al., 2012).

Os vetores que transmitem as leishmanioses sdo flebotomineos fémeas da familia
Psychodidae, hematofagos pertencentes aos géneros Phlebotomus sp (Velho Mundo) e Lutzomyia
sp (Novo Mundo), com vasta distribui¢cdo nos climas quentes e temperados (Ready, 2013).

As leishmanioses apresentam uma diversidade de manifestagcdes clinicas, dependendo da
resposta imunoldgica do hospedeiro e da espécie do parasita, podendo atingir a pele, as mucosas

e as visceras (Mondolfi et al., 2013). A leishmaniose tegumentar pode apresentar trés formas



principais: a leishmaniose cutinea caracterizada por lesdes ulcerosas inicas ou multiplas na pele;
a leishmaniose muco-cutanea que atinge as mucosas do trato respiratério e digestivo alto e, a
leishmaniose cutanea difusa que é caracterizada por nédulos infiltrados de parasitas, sendo no
Brasil causada pela L.(L.) amazonensis (Nylén & Eidsmo, 2012). Na leishmaniose visceral os
principais 6rgdos atingidos sdo figado, bago, medula 6ssea e linfonodos e se ndo tratada
adequadamente pode levar a 6bito (Forestier, 2013).

Casos de coinfeccdo de pessoas com leishmaniose e HIV tém sido reportados desde 1985
em 38 paises. A infec¢do com o virus HIV compromete o sistema imune e faz com que o
tratamento da leishmaniose seja menos eficaz, o que pode contribuir para a maior difusdo da
doencga (Croft & Olliaro, 2011).

A espécie utilizada nesse estudo, a L.(L.) amazonensis, estd presente em paises da
América do Sul e € o agente responsdvel pelas formas clinicas cutinea e cutinea difusa. As
infeccdes com L.(L.) amazonensis podem impedir a agdo de macréfagos, células dendriticas e
linfécitos T CD4" (Soong et al., 2012). Além disso, somente esta espécie e a L.(L.) mexicana, que
sdo patogénicas para humanos, induzem a formacdo de grandes vacuolos parasitoforos nos
macrofagos. Foi sugerido por Wilson e colaboradores (2008) que os vacuolos seriam uma
protecdo para estes parasitas da acdo leishmanicida do macréfago, pois reduziria a concentragdao
das espécies reativas de oxigénio (EROs) em contato direto com o parasita.

O arsenal terapéutico das leishmanioses vem sendo realizado ha décadas com antimoniais
pentavalentes como o estibogluconato sédico (Pentostan®) e antimoniato de N-metil-glucamina
(Glucantime®), considerados como primeira linha no tratamento desta parasitose (McGwire &
Satoskar, 2013). Os antimoniais pentavalentes sdo considerados uma pro-droga, pois sao

convertidos em antimonial trivalente que € a forma ativa do farmaco. A resisténcia adquirida



pelos parasitas a este fairmaco € associada a baixa atividade da enzima redutase e assim a menor
conversdao dos antimoniais pentavalentes a trivalentes (Singh et al., 2012). Os antimoniais
pentavalentes possuem uma variedade de efeitos colaterais tais como, dores musculares, nduseas,
vOmitos, diarréias, dores abdominais, dores de cabeca, fadiga, anorexia, febre, eritema e urticdria
(Oliveira et al., 2011).

Em casos de intolerancia, contra-indicac@o ou resisténcia aos antimoniais, o tratamento da
leishmaniose é realizado com anfotericina B ou pentamidina, firmacos de segunda linha de
tratamento. A anfotericina B é em um antibidtico polieno que apresenta um espectro de agdo
como agente antimitotico e antiparasitdrio (Chattopadhyay & Jafurulla, 2011). Este farmaco
possui afinidade pelo ergosterol presente na membrana do parasita, onde age formando poros na
membrana, levando a uma mudanga osmdtica e lise celular. Entretanto, o uso da anfotericina B é
limitado devido a severa nefrotoxicidade que pode causar aos pacientes (Chattopadhyay &
Jafurulla, 2011). Alternativamente, a anfotericina B lipossomal tem sido, recentemente, utilizada
para o tratamento das leishmanioses viscerais. Este composto consiste de uma bicamada de
fosfolipideos onde € incorporada a anfotericina B. As formulagdes lipossomais aumentam o
acumulo do farmaco nas células infectadas, mas seu uso € limitado devido ao custo elevado
(Astelbauer & Walochnik, 2011).

A pentamidina também apresenta o uso limitado devido a dificuldade na sua
administracdo e alta toxicidade. O farmdco induz uma variedade de efeitos colaterais,
principalmente pela ocorréncia de disfungdes relacionadas ao metabolismo da glicose (Jain &
Jain, 2013).

A mitelfosina tem sido utilizada recentemente para o tratamento da leishmaniose visceral

pela via oral, mas o composto € teratogénico e possui um tempo de vida longo, possibilitando o



aparecimento de cepas resistentes (Jain & Jain, 2013).

Além dos problemas relacionados a toxicidade dos farmacos, o tratamento das
leishmanioses € dificultado devido aos diferentes padrdes de suscetibilidade e resisténcia dos
individuos vivendo nas diversas dreas endémicas de leishmaniose e pelo aparecimento de cepas
cada vez mais resistentes aos farmacos (Jain & Jain, 2013). Também h4 problemas relacionados
ao acesso da populagdo ao tratamento. O custo de um farmaco leishmanicida € bem menor do que
o custo utilizado para sua distribui¢do (Boer et al., 2011).

Outra alternativa para o controle das leishmanioses € a utilizacdo de vacinas. A primeira
geracdo de vacinas formuladas para a leishmaniose humana, que consiste na utilizacdo de
antigenos inativados do parasita associados a adjuvantes, tem seu uso limitado, sendo efetivo em
algumas regides endémicas e em outras ndo (Velez et al., 2005; Khalil et al., 2006). As proteinas
recombinantes utilizados com adjuvantes e a sua expressdo heterdloga em vetores sdo
consideradas a segunda geracdo de vacinas, porém ainda estdo em fase de estudos devido a
dificuldade na sua estabilizacdo. Recentemente, vérios estudos sdo direcionados a busca de
antigenos de proteinas presentes na saliva do vetor Lutzomyia spp. (Beaumier et al., 2013).

Além disso, outra estratégia para o tratamento das leishmanioses seria investigar as
moléculas envolvidas nas interacdes entre a Leishmania e o macr6fago. As moléculas presentes
na superficie de Leishmania, como por exemplo, lipofosfoglicanos e componentes extracelulares
produzidos pelos parasitas, sdo pesquisados por apresentarem caracteristicas antigénicas e por
interagirem com receptores das células do hospedeiro (Corrales et al., 2010).

Entre essas moléculas, destacam-se as heat shock proteins 7T0KDa (HSP70). Pela andlise
gendmica da L.(L.) amazonensis, inferiu-se que ocorre uma interacao direta da proteina HSP70

do parasita com o receptor TLR9 de macréfagos (Real et al., 2013). Além disso, foi demonstrado



que a HSP70 é uma importante molécula imunogénica (Kaur et al., 2011; Carrillo et al., 2008) e
também estd associada a resisténcia aos antimoniais pentavalentes (Matrangolo et al., 2013;
Peldez et al., 2012; Biyani et al., 2011; Brochu et al., 2004). Ha estudos que mostram que
promastigotas de L.(V.) braziliensis secretam a HSP70 para o meio extracelular (Cuervo et al.,
2009) e que essa proteina tem atividades imunomoduladoras (Asea et al., 2008). Assim, a

proteina HSP70 vem sendo apontada com grande importancia para a Leishmania.

1.2- Chaperonas: proteinas HSP

As HSPs sdo proteinas de uma familia de chaperonas moleculares altamente conservadas,
presente desde organismos procariotos a eucariotos. Em 1962, Ritossa e colaboradores
submeteram células de glandulas salivares de Drosophila busckii a estresse térmico ou quimico,
observando a sintese de uma nova classe de proteina que foi denominada de heat shock protein
(Heck et al., 2011). Estas chaperonas possuem como funcdes: auxiliar o dobramento de
polipeptideos recém-sintetizados, previnir agregacdo de proteinas, facilitar a degradacdo de
proteinas instdveis e translocar proteinas percursoras para outras organelas como a mitocondria e
o reticulo endoplasmatico (Priya et al., 2013). As HSPs foram divididas em familias, com base na
homologia da seqii€ncia de aminoacidos e em seu peso molecular: HSP10, HSP60, HSP70,
HDP90, HSP100 e sHSP (Priya et al., 2013). Apesar de as proteinas de cada familia apresentarem
altissima homologia na sequéncia de aminodcidos, possuem diferencas no padrao de expressao e
localizacdo intracelular (Stricher et al., 2013).

As HSP70 sdo as proteinas mais conservadas entre as chaperonas e sdo expressas

constitutivamente (HSC70) no citossol e no nicleo ou por inducdo a estresses (HSP70). Estao
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presentes no citosol, reticulo endoplasmético, mitocondria e cloroplastos (Clare & Saibil, 2013).
A expressdao da HSP70 € regulada por fatores de transcricdo denominados fatores de choque
térmico (HSF). Estes fatores de transcri¢ao estdo localizados no citoplasma como um mondmero
inativo bloqueado pelas chaperonas. Quando ocorre estresse celular, as proteinas HSPs interagem
com proteinas denaturadas liberando os HSF, que entdo se tornam ativos. Estes fatores de
transcricdo se ligam a regides no ndcleo denominadas elementos de resposta ao choque (HSE)
induzindo a transcricao do gene HSP70 (Velichko et al., 2013).

As proteinas HSP70 s3o constituidas de trés regides bdsicas: um dominio ATPase
altamente conservado que cataliza a hidrdlise do ATP, uma regido de ligacdo ao substrato
conservada e uma regido C-terminal menos conservada composta de quatro subdominios (Golas
et al., 2012).

O ciclo funcional da HSP70, que interage com substratos para seu dobramento em uma
conformagdo nativa, estd envolvido com cochaperonas denominadas HSP40 e fatores de troca de
nucleotideos (NEF), também conhecidos como HSP110. Na auséncia de substrato e HSP40, as
HSP70 estao ligadas ao ATP, com um estado de baixa afinidade para substrato e, portanto, sem
atividade chaperonina. Na presenca de um substrato e a chaperona HSP40, ocorre a hidrdlise de
HSP70-ATP em HSP70-ADP, que tem alta afinidade para o substrato. As proteinas HSP110
catalisam ADP retornando ao estado HSP70-ATP para que o substrato seja liberado (Mayer et al.,
2013).

As proteinas HSP70 presentes no interior das células apresentam propriedades anti-
inflamatdrias e de citoprotecdo por meio de mecanismos antiapoptoticos (Beere, 2005). Por sua
vez, quando a HSP70 estd presente extracelularmente, tem propriedades imunoestimulatorias

ligando-se a receptores do tipo toll (TLR2 e TLR4) presentes na superficie das células



apresentadoras de antigenos (Asea, 2008) e ja foi relatado que esta chaperona é capaz de ativar
células do sistema imune como os macréfagos e as células NK (Kovalchin et al., 2006; Gastpar et

al., 2004).

1.3- Leishmania e HSP70

Durante o ciclo de vida da Leishmania a proteina HSP70 € expressa em grande quantidade
durante sua passagem do vetor ao hospedeiro mamifero. Neste processo o parasita depara com
grandes variacOes de temperatura, pH e a presenca de oxidantes téxicos produzidos pelos
macrofagos e essas condicdes estressantes induzem a maior expressao da HSP70, auxiliando a
homeostase do parasita (Shonhai et al., 2011).

A resposta ao choque térmico € considerada de grande importancia para a fase de
diferenciacdo da Leishmania e os genes que codificam as proteinas de choque térmico tém sido
muito estudados (Shonhai et al., 2011), tendo sido descritas as seguintes HSPs do parasita:
HSP110, HSP104, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 e sHSP (Folgueira & Requena, 2007).

A Leishmania apresenta varias copias dos genes que codificam a HSP70, variando o seu
numero entre as espécies (Shonhai et al., 2011). Em L.(L.) major, por exemplo, foram
encontrados 5 genes codificados da HSP70 citoplasmatica; 4 deles sdo organizados em tandem e
0 5° gene estd localizado separado do locus, mas presente no mesmo cromossomo (Folgueira &
Requena, 2007). Em L.(L.) amazonensis existem 7 genes HSP70 organizados em tandem e o 8°
gene localizado distante, mas também no mesmo cromossomo (Folgueira et al., 2007).

A HSP70 € uma das mais abundantes proteinas presente em promastigotas de Leishmania

em condi¢des normais e quando os parasitas se encontram em condi¢des de estresse celular o



nivel de expressdao da HSP70 aumenta (Folgueira et al., 2007). A andlise das proteinas HSP70 em
tripanossomatideos, entre eles da L.(L.) major, mostrou que elas estdo localizadas no citossol,
mitocondria, reticulo endoplasmatico e no nicleo (Louw et al., 2010).

Estudos mostraram que o mRNA da HSP70 de L.(V.) brazilienesis interage com diversas
proteinas envolvidas no metabolismo do RNA, processos de translocacdes, metabolismo
energético e protéico, regulacdo do ciclo celular e também foi demostrada a interacdo da proteina
HSP70 com o seu préprio mRNA, evidenciando um mecanismo auto regulador da expressao da
HSP70 (Ramirez et al., 2013).

Como a proteina HSP70 € essencial para o parasita, vérios estudos foram realizados,
utilizando-se a abordagem do silenciamento e da superexpressdo desta proteina. O knockout da
HSP70 em L.(L.) major resultou em menor capacidade de crescimento dos promastigotas € menor
multiplicacdo em macrofagos (Folgueira et al., 2008). Da mesma forma, mutantes de L.(L.)
infantum que nao expressam HSP70 apresentaram menor infectividade em camundongos
BALB/c (Carrion et al., 2011). Com a utilizagdo de oligonucleotideos antisense, culturas de
promastigotas de L.(L.) donovani foram silenciadas transitoriamente no gene HSP70,
apresentando aspectos de morte celular programada (Raina & Kaur, 2012).

A maior expressao da HSP70 em L.(L.) chagasi foi relatada utilizando choque térmico de
37°C (Streit et al., 1996). Em L.(L.) chagasi e L.(L.) donovani foi induzido a expressao elevada
da HSP70 com oxidantes téxicos (Wilson et al., 1994; Dea-Ayuela et al., 2009; Adhuna et al.,
2000), TNF (Salotra e colaboradores (1995)) e antimoniais pentavalentes (Kumar e colaboradores
(2010)). A incubagdao em meio com pH 5,5, ndo induziu o aumento da expressdao da HSP70 nos

promastigotas de L.(L.) amazonensis e L.(L.) donovani (Garlapati et al, 1999).



Através do processo de transfec¢do, a superexpressao da HSP70 foi descrita por Brochu e
colaboradores (2004) em L.(L.) tarentolae e L.(L.) infantum e por Miller e colaboradores (2000)
em L.(L.) chagasi, evidenciando nesses parasitas resisténcia indireta aos antimoniais e ao
perdxido de hidrogénio (H2O), respectivamente. Ainda ndo foram descritos trabalhos avaliando a
superexpressdo da HSP70 em L.(L.) amazonensis, uma espécie considerada resistente a algumas
moléculas leishmanicidas e pelas EROs produzidas por fagécitos (Wang et al., 2011; Mukbel et

al., 2007).

1.4- Relevancia do ambiente hiperbarico (HBO)

Oxigenacdo hiperbarica (HBO) € uma terapia alternativa, muito utilizada para
potencializar tratamentos convencionais (tlcera dos pés em diabéticos e gangrena de Fournier),
que envolve a utilizacdo de pressOes superiores a 1 atmosfera (ATA) em ambientes 100%
oxigenados (Kendall et al., 2012). As altas pressdes utilizadas no tratamento dissolvem o plasma
tecidual, permitindo uma maior difusio de oxigénio em feridas hipéxicas e promovem uma maior
angiogénese tecidual (Tra et al., 2013). Devido a alta concentracdo de oxigénio, as EROs sao
geradas durante o tratamento (Thom, 2009). Ao mesmo tempo, as EROs podem gerar efeitos
benéficos ou nio nas células dependendo das taxas de concentracdo e localizacdo intracelular
(Thom, 2009).

Estudos que avaliaram o efeito da oxigenacdo hiperbdrica em lesdes na pata de
camundongos BALB/c infectados com L.(L.) amazonensis mostraram que quando estes animais
foram submetidos a HBO o tamanho das lesdes foi reduzido. (Arrais-Silva et al., 2006).

Adicionalmente, o tratamento com a HBO exerceu toxicidade direta para os amastigotas da L.(L.)



amazonensis, promovendo um ambiente oxidativo. Além disso, em macréfagos infectados com o
parasita e tratados com HBO houve reducdo do nimero de células infectadas e da carga
parasitaria (Arrais-Silva et al., 2005). O efeito adjuvante da HBO também foi relatado, pois
macréfagos infectados com L.(L.) amazonensis apresentaram maior redu¢do da infec¢do quando
associados os tratamentos com HBO e o antimonial pentavalente, comparado aos controles
tratados somente coma a HBO ou o antimonial pentavalente) (Ayres et al., 2011). Devido ao
ambiente oxidativo que o tratamento com a HBO promove, este trabalho avaliou o efeito dessa

terapia nos parasitas superexpressando a proteina HSP70.

1.5- Relevancia da bioenergética mitocondrial

As mitocOndrias sdo organelas encontradas nas células eucaridticas essenciais para o
metabolismo celular. Estas organelas além de serem responsdveis pela geracdo da energia celular
por meio da producdo de ATP, também sintetizam moléculas importantes e controlam os
gradientes de cdlcio intracelular (Palmer et al., 2011).

Em Leishmania as mitocondrias possuem a caracteristica de serem heterogéneas,
mostrando diversas formas e volumes dependendo da espécie e do estado nutricional dos
parasitas, entre outros. Além disso, o DNA mitocondrial dessa familia de parasitas estd localizado
em organelas denominadas como cinetoplastos, que estdo intimamente relacionadas com a matriz
mitocondrial (Tomas & Castro, 2013).

Em eucariotos a obtencdo de energia produzida pelas mitocondrias ocorre por meio da
cadeia transportadora de elétrons que é composta de quatro complexos enzimaticos envolvidos no

transporte de elétrons e, por mais um complexo protéico envolvido na fosforilacdo oxidativa:
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NADH-ubiquinona oxidoredutase (complexo I), succinato- ubiquinona oxidoredutase (complexo
II), ubiquinol-citocromo ¢ oxidoredutase (complexo III), citocromo oxidase (complexo IV) e o
complexo protéico ATPsintase (complexo V). Em tripanosomatideos, todos estes complexos
estdo presentes tanto nas espécies de Leishmania como em Trypanosoma (De Souza et al., 2009),
apresentando entretanto algumas diferencas quando comparadas aos das células dos hospedeiros
mamiferos.

Apesar de as mitocOndrias serem essenciais para o funcionamento do metabolismo
celular, elas também s3o uma importante fonte de EROs. As EROs sdo geradas a partir de
reacoes de oxi-redu¢do, onde hd uma reducdo incompleta do oxigénio a agua. Além disso,
estima-se que as c€lulas podem gerar até 2% de EROs durante o consumo de O,, existindo uma
relacdo entre a producido de ATP e a formagdo de EROs (Mailloux et al., 2013). A maior fonte de
EROs provenientes das mitocondrias sdo formadas no complexo III da cadeia transportadora de
elétrons (Tomds &Castro, 2013). O primeiro tipo de ERO produzida é o superoxido (O;”) que,
por dismutacdo espontanea ou pela acdo da enzima superoxido dismutase (SOD) pode formar o
H,0,. Em tripanosomatideos sdo encontradas dois tipos de SODs que, diferentemente de outras
células, utilizam o ferro como cofator nas suas reacdes (Tomds &Castro, 2013). Uma vez
produzido pelos parasitas, o H,O, € eliminado, em Leishmania, por peroxidases e moléculas de
baixo peso molecular, como por exemplo, a glutationa peroxidase e a tripanotiona,
respectivamente (Krauth-Siegel & Leroux, 2012). Quando os mecanismos antioxidantes das
c€lulas ndo conseguem controlar as taxas de EROs produzidas nos processos celulares, o excesso
destas moléculas podem causar estresse oxidativo celular, gerando toxicidade para as células.
Apesar disto, dados recentes na literatura sugerem a importancia do H,O, como uma molécula

sinalizadora, envolvida na modulacio da atividade de quinases, fosfatases e fatores de
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transcri¢do, a partir da modificacdo covalente de residuos de cisteina dessas moléculas (Finkel,
2011).

Nao ha trabalhos na literatura que mostram em Leishmania o efeito da superexpressiao da
HSP70 na bioenergética mitocondrial. Assim, jd que as mitocOndrias sdo organelas de grande
importancia para as células, o nosso trabalho teve por objetivo verificar se houve mudangas na

bioenergética mitocondrial e na produ¢do de EROs em parasitas que superexpressam a HSP70.
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2-OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da superexpressido da proteina HSP70
em L.(L.) amazonensis. Dentro desse enfoque, os principais parametros abordados sdo a seguir

definidos.

I- Amplificacio do gene da HSP70 de L.(L.) amazonensis pelo método do PCR;
obtencdo da constru¢do pTEX-HSP70; eletroporacdo dos parasitas com esse vetor e

com somente o vetor pTEX e confirmacio da superexpressao da HSP70.

2- Avaliacdo dos parasitas transfectados quanto:

a) aos aspectos ultraestruturais;

b) a curva de proliferacdo em condigdes normais e de estresse: tratamento com H,O»,
alteracdo de temperatura e exposi¢ao a HBO;

¢) a capacidade infectiva, in vitro, em macrofagos peritoneais € macr6fagos humanos
derivados de sangue periférico e, in vivo, em camundongos BALB/c;

d) abioenergética mitocondrial, a producdo de ATP e EROs.
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3-METODOLOGIA

3.1. Parasitas

Promastigotas de L.(L.) amazonensis (MHOM/BR/19/M2269) foram mantidas em meio
de cultura RPMI 1640 (Nutricell), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (SFB)
(Nutricell), L-glutamina 2 mM (Sigma), NaHCO3; 2 g/L (Synth), HEPES (Sigma) 5,957g/L,
Gentamicina 10.000UI (Cultilab). Os parasitas transfectados foram mantidos no mesmo meio de
cultura, na presenca de G418 (geneticina) (S0ug/mL). Os promastigotas foram cultivados em

garrafas plasticas de cultura (TPP) em estufa seca a 26°C-28°C (Degrossoli et al, 2007).

3.2. Construcio do vetor pTEX-HSP70

O gene HSP70 de promastigotas de L.(L.) amazonensis foi amplificado do DNA
gendmico do parasita, extraido por meio do método da proteinase K (Smyth et al., 1992), pela
técnica de PCR. Os primers 5°- gaattcATGACATTCGAGGGCGCCAT- 3’ e 5’-
aagctt TTAGTCGACCTCCTCGACCT- 3” (Sigma-Aldrich®) introduziram na regido 5’ e 3 sitios
de restricdo EcoRI e Hindlll, respectivamente. Os parametros do termociclador (Applied
Biosystems®) utilizados foram 1 ciclo de 5 min. a 94°C, 33 ciclos de 30 seg. a 94°C, 1 min. a
61°C, 3 min. a 72°C e 1 ciclo de 10 min. a 72°C (Montalvo et al., 2010). O gene HSP70 de
L.(L.) amazonensis foi clonado no vetor pGEM® -T Easy Vector (Promega) (Hu et al., 2002) e
subclonado no vetor pTEX (Kelly et al., 1992) de acordo com Finzi e colaboradores (2004). Com

os vetores de expressdo obtidos, o sequenciamento do vetor pTEX-HSP70 foi feito para
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confirmacdo do gene HSP70 do parasita. A reacdo de sequenciamento foi feita utilizando 300ng
do vetor recombinante, 1 puL do tampdo de sequenciamento, 1uL de Big Dye™ (Perkin Elmer) e
LL,ouM  de  primer (5’-  gaattcATGACATTCGAGGGCGCCAT- 3° ou 5’-
aagcttTTAGTCGACCTCCTCGACCT- 3°) em um volume final de 10uL. Os parametros para
programacao do termociclador Vapo Protect Master cycler Pro S ( Eppendorf® ) foram: 1 ciclo de

2 min. a 94°C, 35 ciclos de 20 seg. a 94°C, 30 seg. a 51°C e 50 seg a 60°C.

3.3. Cultura de bactérias E. coli da linhagem DHSa

As bactérias foram cultivadas em meio de cultura LB (10g/L de triptona, 5g/L de extrato
de levedura, 10g/L de cloreto de sodio, pH 7,0) e no caso de LB-agar adicionou-se a esse meio
15g/L de agarose. Ap0s a transformagdo as bactérias eram cultivadas em meio LB com adicdo de

50ug/mL de ampicilina (Enzo®) (Sambrook & Russel, 2001).

3.4. Transformacio de bactéria E. coli da linhagem DH5a

As bactérias foram cultivadas em meio LB, a 200 rpm, 37°C até que atingissem a
densidade optica (OD) de 0,3 (Ambrésio, 2005). Bactérias competentes foram obtidas,
transformadas e selecionadas pela resisténcia a ampicilina como descrito em Sambrook & Russel
(2001). Apos a selecdo, células de uma colonia foram crescidas no meio de cultura LB contendo
ampicilina e a extracdo de plasmideos foi feita utilizando o PureLink® Quick Plasmid Miniprep
Kit (Invitrogen™), obtendo uma quantidade de DNA plasmidial de 30 a 50 pg para a

eletroporacao.
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3.5. Eletroporacao dos parasitas L.(L.) amazonensis

Os promastigotas de L.(L.) amazonensis, em fase logaritimica de crescimento, foram
centrifugados 2x, a 1800 rpm, 10 min a 4°C com PBS estéril (137mM de cloreto de sddio,
2,7mM de cloreto de potdssio, 8,ImM de Na,HPO, e 1,5mM de KH,PO,4, pH 7,4). Apés a
resuspensdo, os parasitas foram centrifugados com tampao cyfomix (2mM de EGTA, 120mM de
KCl, 0,15mM de CaCl,, 10mM de solu¢do K,HPO4+/KH,PO,, 25mM de Hepes, SmM de
MgCl,.6H,0, 0,5% de glicose, 100pg/mL de BSA e 1mM de hipoxantina, pH 7,6). Os parasitas
foram resuspensos em concentracdo final de 5x10° parasitas/mL neste mesmo tampao, colocados
na cubeta de eletroporagdo de 0,2 cm juntamente com 30 a 50ug de plasmideo e submetidos a 2-3
pulsos de 1,5kV, 25pF (Papadopoulou et al., 1992) no aparelho Biorad Gene Pulser II.
Posteriormente, as células foram colocadas em SmL de meio RPMI, e apds dois dias, foram
centrifugadas a 1800rpm por 10 min. a 4°C. O sedimento foi resuspenso em 5 mL de meio RPMI
na presenca de 50pug/mL antibidtico G418 (Geneticin, Amresco®) e as células foram entdo
mantidas neste meio para obtengdo das células selecionadas (Finzi et al., 2004). As
eletroporacdes foram realizadas no laboratorio de Genética e Biologia Molecular do
Departamento de Genética, Evolucdo e Bioagentes, IB, Unicamp, docente responsavel Prof. Dr.

Marcelo Brocchi.

17



3.6- Ensaio de Western blotting

Os parasitas transfectados com pTEX-HSP70 e pTEX foram centrifugados a 1800rpm, 10
min a 4°C seguida de uma lavagem com PBS. O sedimento foi resuspenso em PBS e um coquetel
de inibidores de proteases (ImM PMSF e 2% de coquetel de inibidores de proteases-
Calbiochem®) e um volume igual de tampao de amostra (100mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS,
0,02% bromofenol azul, 20% glicerol, 200mM p-mercaptoetanol). Os extratos foram
homegenizados e estocados a -20°C para determinacdo protéica pela técnica de Lowry (Lowry et
al.,, 1951) em amostras sem tampao. Os extratos de proteina (13,45ug) foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida no sistema XCell™ IT mini cell system (Novex ) a 100V,
120mA durante 3h. Posteriormente, as proteinas separadas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose usando o XCell' 1I mini cell system (NoveXTM) a 120mA por 70 min.
As membranas foram bloqueadas pela incubacdo com 5% de leite em p6 desnatado em PBS
0,05% Tween 20 (PBS-T) por lh, em seguida foram lavadas e incubadas na presenga do
anticorpo policlonal contra HSP70 de L.(L.) amazonensis (Stress Margq Bioscience®, 1:1500),
durante a noite. Posteriormente, as membranas foram lavadas 3x por 15 min. com PBS-T e
incubadas com anticorpo secundério anti-rabbit conjugado com HRP (Cell Signaling®, diluicao
1:5000) por 1h em temperatura ambiente e lavadas 3x por 15 min. com PBS. Em seguida a
membrana de nitrocelulose foi incubada com o Kit de deteccao Super Signal® (Pierce) para
revelagdo das bandas reativas. Para o controle de loading, o gel de poliacrilamida foi corado com
Commassie blue 0,1% por 1h em temperatura ambiente e posteriormente incubado em solucio
descorante (5% de acido acético, 10% de metanol e 85% H,0O,) até a retirada do excesso de

corante (Peloso et al., 2011).
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3.7. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Culturas de promastigotas de L.(L.) amazonensis ndo transfectados (WT), transfectados
pTEX ou pTEX-HSP70 (10° céls/mL) em fase logaritimica de crescimento foram centrifugadas a
600 rpm por 10 min. O sedimento foi resuspenso em 2,5% de Glutaraldeido e 1% de 4cido tanico
em tampao cacodilato de sédio 0,1M pH 7,2 e fixados por 40 min. Apds a fixacdo as células
foram lavadas 2x com tampao cacodilato 0,1M pH 7,2 e adicionadas em laminulas redondas com
Poli-L-Lisina (Sigma). Posteriormente, as laminulas foram lavadas com tampao cacodilato de
sédio 0,1M pH 7,2 e fixadas com 1% de tetr6xido de 6smio em banho de gelo por 45 min. As
laminulas foram lavadas com &4gua destilada, transferidas para um suporte de ponto critico e
desidratadas com diversos gradientes de etanol (50, 70 e 90% durante 5 min. e 2x em 100%
durante 10 min.). Logo em seguida as laminulas foram secas em Aparelho de Ponto Critico
(Balzers CTD 030), montadas em stubs, cobertas por evaporacdo com ouro (Sputter, Balzers
CTD 050) e observadas em Micrdscopio Eletronico de Varredura operando a 10kV e distancia de
trabalho previamente fixas (JEOL 5800LV, IB/Unicamp) (Eaton et al., 2013). Estas etapas foram
realizadas em colaborag@o com o Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro do Departamento de Histologia e
Embriologia, IB, Unicamp. As medidas de padroes biométricos foram tomadas em 20
micrografias eletronicas (imagens digitais) de 3.000x de aumento de promastigotas WT, pTEX

ou pTEX-HSP70 isolados (Programa Image J. Instituto Nacional de Satde, EUA).
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3.8. Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Culturas de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT, pTEX e pTEX-HSP70 (10°
céls/mL) foram fixadas com glutaraldeido, lavadas com tampao cacodilato de sddio e pos fixadas
com tetroxido de 6smio da mesma forma como descrito no item 3.7. Posteriormente, as células
foram lavadas 2x em solucdo salina glicosilada e pds-fixadas com acetato de uranila 1% a 4°C
durante a noite. As células foram lavadas 2x com 4gua destilada e o sedimento foi incluido em
agarose 4%. Posteriormente as células foram desidratadas com diferentes concentracdes de
etanol (30, 50, 75 e 100%) por 10 min cada e 3x com acetona PA por 10 min. As células foram
embebidas com acetona e resina Epon 812 na propor¢do 1:1 por 24h e apenas com resina Epon
por 6h e feita a inclusdo em resina Epon pura por 72h a 60°C. Cortes ultrafinos foram feitos das
células que foram contrastadas (acetato de uranila e citrato de chumbo) e visualizadas em
microscopio eletronico de transmissdo operado a 60kV (LEO 906) (Cyrino et al., 2012). Estas
etapas foram realizadas em colabora¢do com o Prof. Dr. Paulo Pinto Joazeiro do Departamento
de Histologia e Embriologia, IB, Unicamp. As analises morfométricas de densidades de areas e
numéricas foram tomadas em 10 ou 20 micrografias eletronicas (imagens digitais) com aumento
de 21.560x de promastigotas WT, pTEX ou pTEX-HSP70 isolados (Programa Image J. Instituto

Nacional de Saide, EUA).
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3.9. Avaliacao das curvas de proliferacao dos parasitas

Promastigotas WT, transfectados pTEX e pTEX-HSP70 foram adicionados a frasco de
cultura de 25 cm” com 5 x 10° parasitas em SmL de meio RPMI, suplementado com 10% de SFB
inativado e incubados em estufa seca a 26-28°C. Os parasitas foram contados diariamente,

durante 9 dias, em camara de Neubauer, para a determinacio da curva de crescimento.

3.10. Exposicao dos parasitas ao HO,

Os promastigotas transfectados pTEX e pTEX-HSP70 foram incubados em PBS (10°
céls/mL) e submetidos a diferentes concentracdes de H,O, (Sigma) durante 30min. Apds esse
periodo, os promastigotas foram lavados, contados e incubados (10° céls/mL) em meio RPML. Os
parasitas foram contados em camara de Neubauer durante 4 dias para a determinagdo da curva de

proliferacdo e ICs para o H,O; (Finzi et al., 2004).

3.11. Exposicao dos parasitas ao choque térmico

Promastigotas L.(L.) amazonensis pTEX-HSP70 ou pTEX foram incubados em RPMI a
concentracao de 10° céls/mL e submetidos a0 choque térmico (Banho Maria a 37°C) ou mantidos
a 26°C (controle) durante 2, 4 e 6h. Apds o tratamento as células foram contadas em camara de
Neubauer e incubadas a concentragdo de 10° céls/mL em meio RPMI. Os parasitas foram também

contados durante 4 dias para determinagdo da curva de proliferacdo (Wilson et al., 1994).
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3.12. Exposicao dos parasitas a oxigenacao hiperbarica (HBO)

Promastigotas pTEX ou pTEX-HSP70 (10° céls/mL) em tampdo PBS foram incubados em
frascos de cultura de 25cm?* (TPP). Os parasitas foram expostos a HBO (100% de O, a pressao de
2,5 ATA) em camara hiperbérica (Research Chamber, model HB 1300B, Sechrist Inc., Inaheim,
CA — USA) ou mantidos em condicdes de norméxia (150 mm Hg de tensdo O,, 1 ATA) por 2,4
ou 6h. Apds o tratamento, as células foram contadas em camara de Neubauer e incubadas a
concnetracio de 10° céls/mL em meio RPMI. Os parasitas foram contados em camara de

Neubauer durante 4 dias para a determinacao da curva de proliferacdo (Arrais-Silva et al., 2005).

3.13. Infeccao in vitro de macréfagos peritoneais

Células peritoneais murinas foram coletadas de camundongos BALB/c como descrito em
Colhone e colaboradores (2004). Resumidamente, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e no peritoneo foi injetado PBS estéril suplementado com gentaminica. O
exsudato foi retirado da cavidade peritoneal com uma seringa estéril e armazenado em frasco
estéril imerso em banho de gelo (Colhone et al., 2004). As células foram adicionadas em
laminulas de 13mm de diametro (GlassTecnica) em placas de 24 pogos com 2x10°
macrofagos/poco por 2h. Posteriormente a cultura de macréfagos murinos foi lavada com PBS
para remover as células ndo aderentes e foi adicionado meio RPMI 1640 (Nutricell)
suplementado com 50pg/ml de gentamicina (Sigma) e 10% de Soro Fetal Bovino (Nutricell). A
cultura de macréfagos foi mantida por 24 h em estufa com 21% de O,, 5% de CO; e N,

balanceado, a 37°C (Degrossoli et al., 2007). Os promastigotas WT, pTEX ou pTEX-HSP70,
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tratados previamente com choque térmico (2h a 37°C em Banho Maria) ou mantidos a 26°C,
foram adicionados as culturas de macréfagos na propor¢do de 10 parasitas: 1 macréfago e
mantidos por 2h a 37°C. Em seguida algumas laminulas foram fixadas com metanol (Synth) e
coradas com Giemsa (Sigma) para avaliar a porcentagem de invasdo (ndmero de células
infectadas durante 2h de contato com o parasita) e o nimero de amastigotas por macréfago. As
outras laminulas foram lavadas com meio RPMI e mantidas por 24h em meio RPMI a 37°C em
estufa com 21% de O,, 5% de CO, e N, balanceado. Apds esse periodo, as laminulas foram
fixadas com metanol e coradas com Giemsa para determinar a porcentagem de macréfagos
infectados e o numero de amastigotas intracelulares (Costa et al., 2011).

Nas culturas de macréfagos infectadas por 2h com parasitas WT, pTEX ou pTEX-HSP70
sem tratamento com choque térmico foi adicionado 16pg/mL de Glucantime® (antimoniato de N-
metil-glucamina, Sanofi Aventis®). ApOs 24h as laminulas foram fixadas e coradas com Giemsa
para determinar a porcentagem de infec¢do e o nimero de amastigotas/macrofago na presenca ou

auséncia do farmaco (Ayres et al., 2008).

3.14. Infeccao in vitro em macréfagos primarios de sangue periférico

Culturas de mondcitos humanos derivados de sangue periférico foram obtidas como
descrito em Bosseto e colaboradores (2010). O sangue periférico de voluntérios sauddveis foi
coletado em tubos a vicuo contendo heparina sddica como anticoagulante (Vacuette). Nas
aliquotas foi adicionado Histopaque 1077 (Sigma) e centrifugadas a 400 g, 30 min a temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo a camada de leucdcitos (na qual se encontram também os

mondocitos) foi isolada, lavada em PBS e resuspensa em meio RPMI 1640. O niimero de células e
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a viabilidade foram determinados por Tripan Blue em camara de Neubauer. O célculo do nimero
de mondcitos foi feito considerando-se 20% das células como mondcitos.

A cultura de mondcitos (5x10° céls/poco) foi adicionada em laminulas de 13mm de
diametro (GlassTecnica) em placas de 24 pocos e cultivada com meio RPMI 1640 suplementado
com 10% de soro fetal bovino, durante 7 dias, para a diferenciacdo em macréfagos, a 37°C, a
21% de O, e 5% de CO,. A obtencdo das culturas de macréfagos humanos derivados de sangue
periférico foi realizada em colaboracio com o projeto aprovado pelo Conselho Nacional de Etica
em Pesquisa (n° CAAE 00574312.6.0000.5404, discente responsdvel Solange dos Santos Costa).

Promastigotas WT, pTEX ou pTEX-HSP70 foram adicionados a cultura de macréfagos
humanos derivados de sangue periférico na propor¢cdo de 10 parasitas: 1 macréfagos por 24h a
34°C. Posteriormente, a cultura de macréfagos infectados foi mantida por mais 24h a 37°C onde
foram fixadas e coradas com Giemsa para determinar a porcentagem de macréfagos infectados e

o numero de amastigotas/ macrofago.

3.15. Infeccao in vivo

Camundongos BALB/c fémeas com idade entre 6-8 semanas foram fornecidos pelo
Centro Multi-Disciplinar de Bioterismo — CEMIB/UNICAMP e, mantidos em gaiolas na
presenca de dgua destilada e ragdo autoclavada, no Biotério do Departamento de Biologia Animal
do Instituto de Biologia — UNICAMP. Os ensaios deste trabalho foram aprovados pela Comissao
de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP, n° 3056-1.

Os camundongos BALB/c foram infectados subcutaneamente no coxim plantar da pata

direita traseira com 1x10’ promastigotas WT, pTEX ou pTEX-HSP70 (Arrais-Silva et al., 2006).
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O tamanho da lesdo foi medido semanalmente com auxilio de um paquimetro e comparado com o
tamanho da pata esquerda ndo infectada. Na 12* semana de infeccdo o nimero de amastigotas
totais e a carga parasitdria (nimero de amastigotas/ grama de tecido) da lesao dos camundongos
foram determinados apds a eutandsia dos animais como descrito em Araudjo e colaboradores
(2012). Adicionalmente, foi realizado o imprint do bagco e figado desses camundongos e as
laminas foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa para observar a visceraliza¢do nestes

orgaos (Arrais-Silva et al., 2006).

3.16. Determinacao do consumo de O,

O consumo de O, foi monitorado utilizando um eletrodo de oxigénio tipo Clark com
agitacdo continua a 28°C acoplado a um computador (Hansatech® Systems Inc., Norfolk,
England). Parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 (5x10’ céls/mL) em fase logaritimica foram
incubados em meio intracelular padrao (125 mM sacarose, 65 mM KCl, 2 mM KH,PO,, 0,5 mM
MgCl,, 10 mM HEPES pH 7,2, 1 mM EGTA e 1 mg/mL BSA) na presenga de 40uM de
digitonina e SmM de succinato. O controle respiratorio (RCR) mitocondrial (Estado 3/Estado 4)
foi determinado apds a adicdo de 400pM ADP (Estado 3) e 1pg/mL de oligomicina (Estado 4)

(Silva et al. 2011).
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3.17. Determinacao do ATP intracelular

Parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 (10® céls/mL) foram centrifugados a 1800 rpm por 10
min a 4°C e lavados com PBS. Posteriormente, os parasitas foram adicionados a placas de 96
pocos na presenca do reagente reconstituido (tampao de lise, D-luciferina e luciferase). A
luminescéncia que foi obtida pela reacdo entre D-luciferina, luciferase e ATP liberado pela lise
das células foi medida por um luminémetro (Packard Bioscience Company®) acoplado ao
aplicativo de Controle de Instrumentos MFC, versdo 3.02. A quantidade de luminescéncia

emitida foi determinada a partir de uma curva padrdao de concentracdo de ATP (Peloso et al.,

2011).

3.18. Determinacao da liberacao de H,O,

Parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 (107 céls/mL) foram incubados em PBS com ImM
MgCl; na presenga de SmM de succinato, 40uM de digitonina, 1 U/mL de peroxidase de rdbano
(HRP), 25uM da Sonda Amplex Red (Molecular Probes®) ou antimicina A (AA) (1,5pug/mL). A
fluorescéncia foi determinada pela excitacdo e emissdo nos comprimentos de ondas de 563 e
587nm, respectivamente, utilizando espectrofotdometro de fluorescéncia (Hitachi F2500) com

agitacdo continua (Peloso et al., 2011).
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3.19. Determinacao da producao de superéxido mitocondrial

A producdo de O,  foi determinada utilizando a sonda especifica para mitocOndria
MitoSOX (Molecular Probes®). Primeiramente parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 (3X108 céls/mL)
foram incubados em tampao Krebs-Henseleit (tampao KH , 15mM NaCO;3, SmM KCI, 120mM
NaCl, 0,7/mM Na,HPO,, 1,5mM NaH,PO,4) a 28°C com 5uM de MitoSOX. Apds 10 min, as
células foram lavadas e resuspensas em tampdo KH. Posteriormente, 10® céls/mL foram
incubadas em tampao KH na presenca de 40uM de digitonina, SmM de succinato e 1,5ug/mL
antimicina A e a deteccdo de MitoSOX oxidado (0oxMitoSOX) foi determinada. A fluorescéncia
foi obtida pela excitacdo e emissdo nos comprimentos de ondas de 510 e 580nm,
respectivamente, utilizando espectrofotometro de fluorescéncia (Hitachi F2500) com agitacdo

continua (Peloso et al., 2012).

3.20. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em dias diferentes, em triplicatas, e os resultados

expressos com média e desvio padrdo. A andlise estatistica foi feita pelo t-test no Origin versao

6.0 e p < 0,05 foi considerado significante.
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4 — RESULTADOS

4.1. Obtencao do vetor de expressao pTEX-HSP70.

Para obter o vetor de expressao pTEX-HSP70, primeiramente o gene da HSP70 da L.(L.)

amazonensis foi obtido pela técnica de PCR (Figura 3B, linhal) e clonado nos sitios Eco RI e

Spe 1 do vetor pGEM® -T Easy Vector (Hu et al., 2002) (Figura 1).

Nael 2707
Xmnl 2009

Scal 1890 —

Amp

Figura 1: Vetor de expressao pGEM contendo o gene HSP70. O gene HSP70 foi clonado entre
os sitios de restricao Spe I e Eco RI presente no vetor pGEM.

Ap6s a clonagem no vetor pGEM, tratamento com enzimas de digestdo e purificacdo do
inserto, o gene HSP70 foi clonado nos sitios Eco Rl e Hind 11l do vetor pTEX, e obteve-se o

vetor de expressao pTEX-HSP70 (Figura 2).
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Figura 2: Vetor de expressao pTEX-HSP70. O gene HSP70 foi clonado nos sitios de restri¢do
Eco Rl e Hind 111 presente no vetor pTEX.
Ap6s a obtengdo do vetor, foi feita a digestdo com as enzimas Eco Rl e Hind 111, sendo
confirmada por eletroforese, a inser¢do do inserto no vetor (bandas 5000 pb e 2000 pb,

correspondentes somente ao vetor e o inserto, respectivamente) (Figura 3A). A figura 3B mostra

as etapas de clonagem descritas anteriormente.

8Kb
5Kb

3Kb
2Kb

Figura 3: Eletroforese exibindo o vetor de expressdo clonado digerido e as etapas de clonagem.
(A) vetor pTEX-HSP70 digerido (5Kb e 2Kb) de seis colonias transformadas com o vetor; (B) linha 1:
gene HSP70 amplificado (2Kb); linha 2: vetor pGEM-HSP70 (5Kb); linha 3: vetor pGEM-HSP70

digerido (3Kb e 2Kb); linha 4: vetor pTEX-HSP70 (7Kb) e linha 5: vetor pTEX-HSP70 digerido (5Kb
e 2Kb). Marcador peso molecular (MW).
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A presenca do gene HSP70 de L.(L.) amazonensis no plasmideo clonado foi confirmada
com o sequenciamento do vetor pTEX-HSP70. Para anélise do sequenciamento, um alinhamento
foi feito entre a seqiiéncia de bases nitrogenadas do gene HSP70 de Leishmania (depositado no
GenBank: AY423868.1) e o resultado do sequenciamento. Obteve-se identidade de 95%
confirmando a presenca do gene HSP70 do parasita no vetor pTEX, além de demonstrar que o

inserto estava em fase de leitura (dados nao mostrados).

4.2. Obtencao da L.(L.) amazonensis superexpressando HSP70.

Os promastigotas de L.(L.) amazonensis em fase logaritimica de crescimento foram entao,
eletroporados na presenca do vetore pTEX ou pTEX-HSP70. As células eletroporadas foram
selecionadas na presenca do antibidtico G418. A concentracdo ideal deste antibidtico foi
determinada pela incubacdo da L.(L.) amazonensis WT na presenga de varias doses de G418 (25
a 100pug/mL). Apo6s duas semanas de cultivo, na presenca de 50pug/mL ndo foram observadas
células vivas e assim essa concentracao foi utilizada para a selecdo de células resistentes (dados
nao mostrados). Os promastigotas contendo o vetor pTEX ou pTEX-HSP70 resistentes ao G418
foram obtidos apds 6 semanas de cultivo. Os parasitas transfectados somente com o vetor foram
denominados parasitas pTEX e os parasitas transfectados com o vetor clonado foram
denominados pTEX-HSP70.

O ensaio de Western blotting, permitiu a deteccdo do nivel de expressdo da proteina
HSP70 nos parasitas pTEX e pTEX-HSP70. Na Figura 4A e B observa-se a maior intensidade de
expressdao da proteina HSP70 nas células pTEX-HSP70 do que nas pTEX, confirmando a

superexpressdo da proteina HSP70 nesses parasitas.
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Figura 4: Superexpressio da proteina HSP70 nos parasitas pTEX-HSP70. (A) Western blotting da o
HSP70 nos promastigotas L.(L.) amazonensis transfectadas com pTEX (linha 1) e pTEX-HSP70 (linha 2)
cultivados em RPMI a 26°C. (B) porcentagem da intensidade das bandas que foram normalizadas com a
banda pTEX, o qual foi definido como 100%. (C) Controle de loading com Commassie blue 0,1% dos
parasitas transfectados pTEX (linha 1) e pTEX-HSP70 (linha 2).

4.3. Microscopia eletronica de varredura.

Apoés obtencdo dos parasitas pTEX e pTEX-HSP70, os aspectos ultraestruturais dos
promastigotas foram avaliados e, comparados com os dos parasitas WT, por microscopia
eletronica de varredura (Figuras 5 e 7).

A andlise qualitativa evidenciou a manuten¢do da morfologia celular e flagelar
caracteristica dos promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 comparados a dos parasitas WT,

particularmente relativa ao corpo alongado, membrana protoplasmdtica integra, continua e sem
32



danos celulares (Figuras 5-7).

pTEX-HSP70

pTEX
Figura 5: Microscopia eletrénica de varredura de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT,
transfectados pTEX e pTEX-HSP70. Andlise ultraestrutural superficial de parasitas selvagens (WT) (A),
transfectados somente com o vetor pTEX (B) e transfectados com o vetor pTEX-HSP70 (C). Barra de escala
representa 10um para as imagens A-C.

Apesar de os parasitas transfectados apresentarem superficie celular organizada e
semelhangas com os parasitas WT, o tamanho celular e flagelar dos trés tipos de promastigotas
pareciam diferentes e foram entdo quantificados. Para andlises biométricas, mediu-se o
comprimento celular de 20 promastigotas WT, pTEX e pTEX-HSP70, aleatoriamente (Figura 6).

Os resultados mostraram diferencas significantes no comprimento celular dos parasitas
transfectados, que se mostraram maiores, em relacdo aos parasitas WT (Figuras 5 e 6); e uma
maior dispersdo no comprimento celular dos parasitas WT quando comparado aos parasitas

pTEX e pTEX-HSP70 (Figura 6).
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Figura 6: Medidas do comprimento celular de promastigotas WT, pTEX e pTEX-HSP70.
Promastigotas fotografados das laminas utilizadas para microscopia de varredura, analisadas quanto ao

comprimento da célula com o programa Image J. Andlise estatistica: t-test (p < 0,05) para os grupos
indicados, com n=20.

Em relacdo as dimensoes flagelares, elas apresentaram dispersdo em todos os parasitas
(WT, pTEX e pTEX-HSP70). No entanto, evidéncias apontam diferencas significantes nos
comprimentos de flagelos dos parasitas WT e pTEX-HSP70, onde o tultimo apresentou uma
tendéncia de flagelos mais longos (Figuras 7 e 8). A Figura 7 mostra fotos de flagelos com

comprimentos representativos nas populagdes dos parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70.
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pTEX

Figura 7: Microscopia eletréonica de varredura de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT,
transfectados pTEX e pTEX-HSP70. Anilise ultraestrutural superficial do flagelo de parasitas selvagens
(WT) (A), transfectados somente com o vetor pTEX (B) e transfectados com o vetor pTEX-HSP70 (C). Barra
de escala representa 10um para as imagens A-C.
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Figura 8: Medidas dos flagelos de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT, pTEX e pTEX-HSP70.
Promastigotas fotografados das ldminas utilizadas para microscopia de varredura, analisadas quanto ao
comprimento flagelar da célula com o programa Image J. Andlise estatistica: t-test (p < 0,05) para os grupos
indicados, com n=20.
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Os resultados mostraram que parasitas pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram a manutencao
da morfologia celular e flagelar caracteristica de promastigotas WT. Entretanto, os parasitas
pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram comprimento celular maior. Em relagdo ao comprimento
flagelar, s6 houve diferenca significantes no tamanho dos parasitas pTEX-HSP70 comparados

aos WT.

4.4. Microscopia eletronica de transmissao.

Para verificar as caracteristicas internas dos parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70, foi
realizada a analise ultraestrutural por microscopia eletronica de transmissao (Figura 9).

A anélise qualitativa permitiu observar que, em geral, as organelas celulares dos parasitas
WT, pTEX e pTEX-HSP70 exibiram caracteristicas morfoldgicas (ultraestruturais) semelhantes e
sem alteracdes nas estruturas. As membranas protoplasmaticas (celulares) nido apresentaram
protuberancias (tipo Blebs), o que indica que o citoplasma, o arranjo do citoesqueleto e os
elementos de microtibulos estdo bem organizados e que as proteinas estdo bem distribuidas em
torno da membrana desses parasitas Danos mitocondriais, como por exemplo, inchacos, sinais de
rompimento ou autofagia nido foram observados nos promastigotas ndo transfectados e
transfectados (Figura 9, m) Os corpos lipidicos mostraram elétron densidade, organizagdo
caracteristica e contornos regulares (Figura 9, c). Os vacuolos apresentaram forma organizada,
arredondados e tamanhos diversos (Figura 9, v). Os promastigotas eram na maioria das vezes
mononucleados, sem disten¢des no envoltério nuclear, presenca de heterocromatina caracteristica

na regido central dos nucleos e auséncia de sinais apoptoticos (Figura 9, n).
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Figura 9: Microscopia eletronica de transmissao de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT,
transfectados pTEX e pTEX-HSP70. Andlise ultraestrutural dos parasitas WT (A), transfectados somente
com o vetor pTEX (B) e transfectados com o vetor pTEX-HSP70 (C). Nas figuras estdo indicados o niicleo
(n), vacuolos (v), mitocondria (m) e corpos lipidicos (c).
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A andlise morfométrica das densidades de areas das mitocOndrias, vacuolos, corpos
lipidicos e nucleos foram determinadas e expressas em pmz com o intuito de verificar se a
superexpressao da HSP70, ou mesmo o processo de transfec¢do, poderiam alterar algumas
caracteristicas das organelas dos parasitas (Figura 10). A andlise comparativa dos parametros dos
parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 ndo mostrou diferencas significantes em relagdo as
densidades de areas das mitocondrias, vactolos, corpos lipidicos e das células. No entanto, a
quantificacdo permitiu detectar aumento da densidade da drea nuclear nos grupos transfectados

pTEX e pTEX-HSP70 quando comparada a dos parasitas WT (Figura 10D).
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Figura 10: Densidade de area das organelas de promastigotas de L.(L.) amazonensis WT, pTEX e
pTEX-HSP70. Os promastigotas foram fotografados das laminas utilizadas para microscopia de transmissao
e as dreas das organelas foram obtidas com o programa Image J. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os
grupos indicados, com n=20 para A,.B e C e n=10 para D e E. Areas das mitocondrias (A), vactolos (B),

corpos lipidicos (C), nicleos (D) e das células (E).
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Os resultados obtidos das andlises morfométricas das densidades numéricas de vacuolos e
corpos lipidicos presentes em cada parasita ndo evidenciou diferencas significantes entre os

promastigotas WT, pTEX e pTEX-HSP70.
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Figura 11: Densidade numérica de vaciolos (A) e corpos lipidicos (B) de promastigotas de L.(L.)
amazonensis WT, pTEX e pTEX-HSP70. Os promastigotas foram fotografados das laminas utilizadas para
a microscopia de transmissdo e o nimero das organelas foi obtido utilizando o programa Image J. Anilise
estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados, com n=10.

A andlise ultraestrutural permitiu concluir que a superexpressao da HSP70 nao modificou
as estruturas internas dos parasitas. O processo de transfec¢do também ndo afetou as organelas
dos parasitas pTEX e pTEX-HSP70, mas houve diferencas comparados aos promastigotas WT

em relacdo as densidade de drea nuclear.
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4.5. Curva de crescimento da L.(L.) amazonensis selvagem e transfectados.

Para verificar o padrio de proliferacdo dos parasitas transfectados, as curvas de

crescimento foram construidas (Figura 12).
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Figura 12: Curva de proliferacdo de promastigotas L.(L.) amazonensis WT (o), pTEX (m) e pTEX-
HSP70 (#). Um milhdo de parasitas foi incubado em meio RPMI a 26°C e contados por noves dias
consecutivos em cimara de Neubauer. Os resultados sdo médias de dois experimentos realizados em
duplicata. Andlise estatistica: r-test (p < 0,05) em relagdo ao controle.

Os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram curvas de crescimento padrdo, com
fases exponencial, estaciondria e de declinio da replicacdo. Tanto parasitas WT, pTEX e pTEX-
HSP70 iniciaram uma fase logaritmica de crescimento no 3° dia de cultivo e, todos estes parasitas
atingiram seu crescimento méaximo no 5° dia de cultivo (Figura 12). A partir deste ponto,
podemos observar que os parasitas WT ndo apresentaram uma fase estaciondria bem estabelecida
e uma capacidade proliferativa menor quando comparados aos parasitas transfectados. Isto pode

ser visto no 5° dia de cultivo, onde parasitas pTEX e pTEX-HSP70 apresentaram quase que 50%
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a mais do nimero de células quando comparados aos parasitas WT (Figura 12).

Os parasitas transfectados pTEX iniciaram a fase estaciondria a partir do 5° dia de cultivo
e apés o 7° dia ocorreu um declinio no nimero de células. Os promastigotas pTEX-HSP70
apresentaram fase estaciondria mais longa, o nimero de parasitas entrou em declinio somente no
9° dia e as culturas apresentaram aproximadamente 90% a mais de parasitas do que as culturas do

pTEX no 8° dia de cultura (Figura 12).

4.6. Tratamento dos parasitas transfectados com H,O,.

Durante a passagem do inseto vetor para o hospedeiro mamifero Leishmania depara com
oxidantes toxicos produzidos por macrofagos e estes EROs fazem com que a HSP70 seja mais
expressa no parasita auxiliando a sua homeostase (Shonhai et al., 2011). Diante disso, a
resisténcia dos promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 ao H,0, foi avaliada, determinando-se a
concentracdo de H,O, capaz de inibir 50% da proliferacdo (ICsp) dos parasitas transfectados

(Tabela 1).

Tabela 1: Concentraciao de H,0O, capaz de inibir 50% da proliferacao dos parasitas transfectados (ICs).

Parasitas 1Cso H,O, (uM)
pTEX 269,5 + 12,7
pTEX-HSP70 401 £4,9

Os parasitas (5x10° céls/mL) foram pré- incubados em PBS com diferentes concentragdes de H,O, por 30
min. Apds o tratamento, os parasitas foram centrifugados e resuspensos em meio RPMI. Aliquotas foram
retiradas no terceiro dia de cultivo para contagem do nimero de células. Os resultados sdo representados pelas
médias de dois experimentos, realizados em duplicata.
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As células transfectadas que superexpressam a proteina HSP70 (parasitas pTEX-HSP70)
foram mais resistentes ao H;O, do que os parasitas pTEX, sendo o ICs cerca de 50% maior do
que o ICsg calculado sobre os parasitas pTEX.

A capacidade proliferativa dos parasitas transfectados, apos o tratamento com diversas
concentracdes de H,O, (0-1000uM), foi avaliada (Figuras 13-15). Os parasitas pTEX tratados
com 250uM de H,0, apresentaram reducdo de 50% da sua capacidade proliferativa quando
comparados aos parasitas pTEX ndo tratados. Os parasitas pTEX-HSP70 ndo apresentaram
diferencas significantes do nimero de células quando tratados ou nao com 250uM H,0, (Figura
13). Estes dados corroboram os resultados do 1Csy (Tabela 1), mostrando que os promastigotas

pTEX-HSP70 sdo mais resistentes ao tratamento com H,O, do que os promastigotas pTEX.
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Figura 13: Grafico da proliferacio de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apds o tratamento com
250uM H,0,. Os parasitas (5x10° céls/mL) foram pré- incubados em PBS com 250uM de H,O, por 30
minutos. Apés o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x10°
céls/mL) e contados por 4 dias consecutivos em cdmara de Neubauer. Os resultados sdo as médias obtidas de
dois experimentos realizados em duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.
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Nos tratamentos com 450uM de H,0,, os parasitas pTEX ndo proliferaram durante os 4
dias de cultivo. Da mesma forma, a partir do 2° dia, os parasitas pTEX-HSP70 diminuiram sua
capacidade proliferativa em 100-150% durantes os quatro dias de cultivo quando comparados aos

parasitas pTEX-HSP70 ndo tratados com H,O, (Figura 14).
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Figura 14: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apds o tratamento com
450uM H,0,. Os parasitas (5x106 céls/mL) foram pré- incubados em PBS com 450uM de H,O, por 30
minutos. ApSs o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x10%mL) e
contados por 4 dias consecutivos em cimara de Neubauer. Os resultados sdo as médias de dois experimentos
realizados em duplicata. Andlise estatistica: ¢-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Nos tratamentos com 600uM H,0, tanto os parasitas pTEX como os parasitas pTEX-
HSP70 nao proliferaram durante os 4 dias de cultivo (Figura 15). Nos tratamentos com
concentracdes superiores a 800uM de H,O;, os resultados foram semelhantes aos apresentados na

Figura 15 (dados ndo mostrados).
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Figura 15: Grafico da proliferacio de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apds o tratamento com
600uM H,0,. Os parasitas (5)(106 céls/mL) foram pré- incubados em PBS com 600uM H,O, por 30 min.
Apés o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x10° céls/mL) e
contados por 4 dias consecutivos em cimara de Neubauer. Os resultados sdo as médias de dois experimentos
realizados em duplicata. Andlise estatistica: 7-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Com os resultados descritos acima, conclui-se que parasitas pTEX-HSP70 sdo mais

resistentes ao tratamento com H,O, do que os parasitas pTEX.

4.7. Tratamento dos parasitas transfectados com choque térmico.

Outro tipo de estresse que os parasitas L.(L.) amazonensis encontram durante seu ciclo de
vida é o choque térmico. Os promastigotas vivem em temperaturas de 26-28°C no interior do
tubo digestivo do inseto vetor, e depois confontram-se com temperatura de 37°C, presente no
hospedeiro vertebrado, o que induz a maior expressdo da HSP70 (Shonhai et al., 2011). Diante
disto, foram avaliadas a resisténcia e a capacidade proliferativa dos parasitas pTEX e pTEX-

HSP70 submetidos ao choque térmico.
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Os parasitas pTEX submetidos a choque térmico (37°C) durante 2h apresentaram, a partir
do 2° dia de cultivo, capacidade proliferativa 40-50% menor do que parasitas pTEX mantidos a
26°C (controle) (Figura 16). Interessantemente, os parasitas pTEX-HSP70 incubados a 37°C
durante 2h proliferaram em taxas semelhantes ao de parasitas pTEX-HSP70 mantidos a 26°C.
Portanto, com 2h de incubagdo a 37°C, os parasitas pTEX-HSP70 sdo mais resistentes ao choque

térmico do que parasitas pTEX (Figura 16).

WpTEX 26°C
@pTEX 37°C

BpTEX-HSP7026°C
OpTEX-HSP7037°C

Numero de parasitas/mL

Dias

Figura 16: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apos o tratamento por 2h
com choque térmico. Os parasitas (5x106 céls/mL) em RPMI foram incubados a 26°C (C) ou a 37°C em
banho-maria por 2h. Apds o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura
(1x10° céls/mL) e contados por 4 dias consecutivos em camara de Neubauer. Os resultados sdo médias de
dois experimentos realizado em duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

J4 no tratamento por 4h com choque térmico, os parasitas pTEX e pTEX-HSP70
apresentaram capacidade proliferativa menor quando comparados aos parasitas pTEX e pTEX-
HSP70 mantidos a 26°C, durante os 4 dias de cultivo (Figura 17). Os parasitas pTEX e pTEX-
HSP70 apresentaram, respectivamente, redu¢ao na capacidade proliferativa em torno de 65-70 e

40-60% em relagdo aos seus controles (Figura 17).
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Figura 17: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apos tratamento o por 4h
com choque térmico. Os parasitas (5x10° céls/mL) em RPMI foram incubados a 26°C (C) ou a 37°C em
banho-maria por 4h. Apds o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura
(1x10° céls/mL) e contados por 4 dias consecutivos em camara de Neubauer. Os resultados sdo médias de
dois experimentos realizado em duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

No tratamento com 6h de choque térmico tanto os parasitas pTEX como os pTEX-HSP70

nao proliferaram quando comparados aos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 mantidos a 26°C

(Figura 18).
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Figura 18: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apos o tratamento por 6h
com choque térmico. Os parasitas (5x10° céls/mL) em RPMI foram incubados a 26°C (C) ou a 37°C em
banho-maria por 6h. Apds o tratamento os parasitas foram centrifugados, resuspensos em meio de cultura
(1x10° céls/mL) e contados por 4 dias consecutivos em camara de Neubauer. Os resultados sdo médias de
dois experimentos realizado em duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Os resultados descritos neste item indicam que os parasitas que superexpressam a proteina
HSP70 sao mais resistentes ao choque térmico do que os parasitas transfectados somente com o

vetor.

4.8. Exposicao dos parasitas transfectados a HBO.

A oxigenacdo hiperbarica (HBO) consiste em um tratamento adjuvante que gera um
ambiente 100% oxigenizado com uma pressdo superior a atmosférica. Estudos na literatura
mostram que a HBO promove toxicidade direta sobre a L.(L.) amazonensis provavelmente pela
da produgdo enddgena de EROs por estes parasitas (Arrais-Silva et al., 2005). Devido ao
ambiente oxidativo que a HBO promove, foi avaliada a capacidade proliferativa dos parasitas

pTEX e pTEX-HSP70 expostos a HBO.
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Os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 expostos durante 2h a HBO apresentaram reducio do
nimero de parasitas quando comparados aos mesmos sem exposi¢cao a HBO (Figura 19). No 3°
dia de cultivo, os parasitas pTEX expostos durante 2h a HBO reduziram 30% da proliferacao em
relacdo aos parasitas pTEX sem tratamento. J4 os parasitas pTEX-HSP70 com 2h de exposicao a
HBO apresentaram reducdo do nimero de parasitas em torno de 10% em relagdo ao seu controle

(Figura 19), mostrando ser os parasitas pTEX-HSP70 mais resistentes ao ambiente hiperbdrico.
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Figura 19: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apos o tratamento por 2h
com HBO. Os parasitas (5x10° céls/mL) em PBS foram expostos a condi¢des de norméxia (150mm Hg e 1
ATA ) ou a HBO (100% de O,, 700mm Hg e 2,5 ATA) por 2h. Apds o tratamento os parasitas foram
centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x106 céls/mL) e contados por 4 dias consecutivos em cimara
de Neubauer. O resultado mostrado € representativo de dois experimentos independentes realizados em
duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Na exposicdo durante 4h a HBO, ambos os promastigotas pTEX e pTEX-HSP70
proliferaram de 70-100% menos em relacdo a parasitas pTEX e pTEX-HSP70 sem tratamento,

exceto no 3° dia de cultivo (Figura 20).
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Figura 20: Grafico da proliferaciao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apés o tratamento por 4h
com HBO. Os parasitas (5x10° céls/mL) em PBS foram expostos a condi¢des de norméxia (150mm Hg e 1
ATA ) ou a HBO (100% de O,, 700mm Hg e 2,5 ATA) por 4h. Apés tratamento os parasitas foram
centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x10° cés/mL) e contados por 4 dias consecutivos em cAmara
de Neubauer. O resultado mostrado € representativo de dois experimentos independentes realizados em
duplicata. Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Parasitas pTEX e pTEX-HSP70 expostos durante 6h a HBO nao proliferaram nos 4 dias
de cultivo e ndo apresentaram diferencas significantes do nimero de células entre eles (Figura

21).
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Figura 21: Grafico da proliferacao de promastigotas pTEX e pTEX-HSP70 apos o tratamento por 6h
com HBO. Os parasitas (5x10° céls/mL) em PBS foram expostos a condi¢des de norméxia (150mm Hg e 1
ATA ) ou a HBO (100% de O,, 700mm Hg e 2,5 ATA) por 6h. Apds o tratamento os parasitas foram
centrifugados, resuspensos em meio de cultura (1x10° cés/mL) e contados por 4 dias consecutivos em cAmara

z

de Neubauer. O resultado mostrado € representativo de dois experimentos independentes realizados em
duplicata. Andlise estatistica: r-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

Esses resultados indicam que os parasitas pTEX-HSP70 sdo mais resistentes a ambientes

oxidativos do que os parasitas pTEX.

4.9. Infeccoes de macroéfagos in vitro com L.(L.) amazonensis WT, pTEX e pTEX-

HSP70.

Para verificar se a capacidade infectiva dos parasitas que superexpressam HSP70 foi
alterada in vitro, inicialmente, macrofagos peritoneais murinos ou humanos foram infectados com
os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70. Os macrofagos peritoneais € humanos foram incubados
com os parasitas por 24 e 48h, respectivamente, para avaliar a capacidade de os parasitas se

manterem intracelularmente (Figura 22).
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Figura 22: Infeccio de macrofagos peritoneais e humanos incubados com os parasitas WT, pTEX e
pTEX-HSP70 (A) e o nimero de amastigota por macréfago (B). Os macréfagos peritoneais (5x10°
céls/mL) foram infectados com 10 promastigotas: 1 macréfago por 2h a 37°C, lavados e mantidos por 24h a
37°C (24h). Os macréfagos humanos (5x10° céls/mL) foram infectados na propor¢io de 10 promastigotas: 1
macréfago durante 24h a 34°C e mantidos por 24h a 37°C. Apés as infecgdes, os macréfagos foram lavados,
fixados e corados com Giemsa. A porcentagem de infeccdo e o nimero de amastigotas foram determinados
baseado na contagem de 200 células por lamina em triplicata. Andlise estatistica: t-test (p < 0,05) para os

grupos indicados.

Os macrofagos peritoneiais infectados com os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70

durante 24h, ndo apresentaram diferengas tanto na porcentagem de células infectadas (em torno

de 49-57%) como no numero de amastigotas intracelulares (taxas em torno de 2

amastigotas/macréfago) (Figura 22).
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As culturas de macréfagos humanos foram infectadas durante 48h com os promastigotas
WT, pTEX e pTEX-HSP70 e mostraram que a porcentagem de macréfagos infectados (65-74%)
e o ndmero de amastigotas intracelulares (5 a 7 amastigotas/macréfago), ¢ semelhante entre os
trés tipos de parasitas.

Os dados indicam que ndao héd diferencas na capacidade infectiva dos parasitas
transfectados em relacdo aos parasitas WT, tanto em macréfagos murinos como em humanos,
sugerindo que a modificacdo genética (transfec¢do) ndo interfere na capacidade infectiva dos
parasitas. Além disso, os resultados apontam que a superexpressao da proteina HSP70 também

ndo interfere na capacidade infectiva dos parasitas pTEX-HSP70.

4.10. Infeccoes de macrofagos in vitro com L.(L.) amazonensis WT, pTEX e pTEX-

HSP70 submetidos a choque térmico.

Para verificar se com algum tipo de estresse, os parasitas poderiam alterar sua capacidade
infectiva, os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 foram previamente submetidos ao choque
térmico (2h a 37°C) e incubados com macréfagos peritoneais murinos por 2 € 24h. Nao houve
diferencas significantes da porcentagem de infeccdo e do numero de amastigotas intracelulares
nas culturas infectadas com os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 com 2h (cerca de 95%
macrofagos infectados e 6 amastigotas/macréfago) ou com 24h de infeccdo (cerca de 55%

macrofagos infectados e 3 amastigotas/macrofago) (Figura 23).
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Figura 23: Infeccio de macréfagos peritoneais com parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 (A) e o
nimero de amastigota por macréfago (B) em condicoes de choque térmico. Os promastigotas foram
previamente tratados com choque térmico por 2h a 37°C em banho maria. Os parasitas foram entfo incubados
com os macréfagos peritoneais (5x10° céls/mL) na proporcio (10 promastigotas: 1 macréfago) durante 2h a
37°C, lavados e corados com Giemsa (2h) ou incubados por mais 24h a 37°C (24h) e coradas com Giemsa. A
porcentagem de infeccdo e o nimero de amastigotas por macréfago foram determinados e baseada na

contagem de 200 células por laminula em triplicata. Andlise estatistica: t-test (p < 0,05) para os grupos
indicados.

4.11. Infeccoes de macroéfagos in vitro com L.(L.) amazonensis WT, pTEX e pTEX-

HSP70 e tratados com glucantime.

Para avaliar a suscetibilidade dos parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 a um farmaco
utilizado no tratamento das leishmanioses, os macréfagos peritoneais murinos foram infectados

com os parasitas WT, pTEX ou pTEX-HSP70 e tratados com Glucantime.
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As culturas de macréfagos infectadas com os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 e
tratadas com 16ug/mL de glucantime (concentracdo obtida de Ferndndez e colaboradores (2012)
e previamente adaptada em nosso laboratério) também ndo apresentaram diferengas entre as taxas
de células infectadas e o nimero de parasitas intracelulares (Figura 24). A concentracdo de
glucantime (16pg/mL) utilizada nos experimentos nao foi tdxica para os macréfagos, como pode

ser visto na Figura 25.
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Figura 24: Infeccio de macréfagos peritoneais incubados com parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 (A)
e o nimero de amastigota por macréfago (B) tratados ou ndo com Glucantime. Os macréfagos
peritoneais (5x10° céls/mL) foram infectados com 10 promastigotas: 1 macréfago por 2h a 37°C. Apés, as
células foram lavadas e incubadas ou ndo com 16ug/mL de Glucantime por 24h a 37°C. Apéds o tratamento as
células foram lavadas, fixadas e coradas com Giemsa. A porcentagem de infecc@o e o niimero de amastigotas
foram determinados baseados na contagem de 200 células por 1dmina em triplicata. Andlise estatistica: 7-test
(p < 0,05) para os grupos indicados.
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Como esperado, houve reducio da carga parasitdria das culturas tratadas com glucantime
em relacdo as culturas ndo tratadas tanto da porcentagem de macréfagos infectados (redugdo em
torno de 50%) (Figura 24 A) como do ndmero de amastigotas intracelulares (reducdo em torno de
50% de amastigota/macréfago) (Figura 24B). Isto pode ser exemplificado na Figura 25 que

mostra reducdo do nimero de amastigotas (apontada por setas) no interior dos macréfagos.
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WT pTEX pTEX — HSP70

Figura 25: Fotos representativas das culturas de macrofagos peritoneais incubados com os parasitas
WT, pTEX e pTEX-HSP70 tratadas ou nao com Glucantime. Os macréfagos peritoneais (5x10° cél/mL)
foram infectados na proporg¢do 10 promastigotas: 1 macréfago durante 2h a 37°C. Apds as células foram
lavadas e incubadas ou ndo com 16pg/mL de Glucantime durante 24h a 37°C. Apds o tratamento as células
foram lavadas, fixadas, coradas com Giemsa e observadas em microscopico Optico. As setas apontam oS
amastigotas no interior dos macréfagos. (1000X).

56



4.12. Infeccoes de camundongos BALB/c com L.(L.) amazonensis WT, pTEX e

pTEX-HSP70.

Com o objetivo de avaliar a capacidade infectiva dos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 in
vivo, camundongos BALB/c fémeas foram inoculados com formas promastigotas de L.(L.)
amazonensis ndo transfectadas ou transfectadas. O tamanho da lesdo da pata direita traseira
induzida pelos parasitas foi medido com um paquimetro, semanalmente, ¢ comparado com o
tamanho da pata esquerda nao infectada.

O curso da infeccdo induzida pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 na pata dos
camundongos BALB/c esta representada na Figura 26. A lesdo induzida pelos parasitas pTEX-
HSP70 (0,05 + 0,001mm, 4° semana), foi maior que a lesao induzida pelo parasita pTEX (0,026 +
0,005mm, 4* semana) no inicio da infeccdo. Apds a 7* semana de infeccao, as lesdes induzidas
pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70, foram semelhantes (0,105 + 0,012mm para pTEX e 0,114
+ 0,005mm para pTEX-HSP70, na 8" semana). A partir da 11* semana de infec¢do os
camundongos infectados com parasitas pTEX apresentaram lesdo maior (0,31 + 0,025mm) do
que a dos camundongos infectados com pTEX-HSP70 (0,22 + 0,046mm). Em estagios mais
cronicos da infec¢c@o o tamanho das lesdes induzidas pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 foram
semelhantes (0,56 + 0,266mm para pTEX e 0,57 + 0,06 para pTEX-HSP70, na 17* semana)

(Figura 26A).
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Figura 26: Infeccio de camundongos BALB/c com promastigotas pTEX e pTEX-HSP70. (A) 1x10’
promastigotas em 20 pL de PBS foram inoculados via subcutianea no coxim plantar da pata traseira direita de
camundongos BALB/c de parasitas pTEX (linha preta) e pTEX-HSP70 (linha cinza). As lesdes foram
medidas semanalmente com auxilio de um paquimetro. (B) Fotos da pata direita traseira infectada com
parasitas pTEX (linha cima) e pTEX-HSP70 (linha baixo). Os resultados mostrados sdo representativos de
dois experimentos independentes. Andlise estatistica: ¢-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

A Figura 26B mostra fotos representativas das lesdes dos camundongos BALB/c
infectados com os parasitas pTEX e pTEX-HSP70. Interessantemente, nota-se que as lesdes de
animais infectados com parasitas pTEX foram mais ulcerosas do que as lesdes de animais
infectados com parasitas pTEX-HSP70 (13* e 18® semana).

Como na 12* semana de infeccdo, as lesdes induzidas pelos parasitas pTEX e pTEX-
HSP70 eram de tamanhos diferentes (Figura 26), foi realizada a andlise da carga parasitdria de
amastigotas presentes nas lesdes de camundongos infectados com os parasitas transfectados e

WT (Figura 27). Verificou-se que na 12* semana o tamanho das lesdes de animais infectados com
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parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 eram de 1,03 + 0,084 mm (dados ndo mostrados), 0,31 +
0,025mm e 0,22 + 0,046mm, respectivamente (Figura 26A). O ndmero total de amastigotas
presentes nas lesdes induzidas por esses parasitas foi 2,91)(109 + 0,41; 1,15);109 + 0,014 e
0,77x10° + 0,014 amastigotas, respectivamente (Figura 27A). Estes dados indicam que quanto

maior a lesdo, maior foi o nimero de parasitas presentes na lesdo.

A
=
4
 ———
= *
- I T 1
Ll
= 3 -
ki T
<
&
=
2
s
£y
s 1
3
z
0 : L : : -
WT pTEX pTEX-HSP70
B

o0
'": I 1
- T
£ T
2 s
o]
28 2
¥ I
=
’ I
£ 1
=
z

0

WT pTEX pTEX-HSP70

Figura 27: Carga parasitaria na pata de camundongos BALB/c infectados com L.(L.) amazonensis WT,
pTEX e pTEX-HSP70. 1x10 promastigotas em 20uL de PBS foram inoculados via subcutinea no coxim
plantar da pata traseira direita de camundongos BALB/c. Apds 12 semanas, os amastigotas foram extraidos da
pata direita do camundongo e determinado o niimero total de amastigotas (A) e o nimero de amastigotas por
grama de tecido (B). Andlise estatistica: #-test (p < 0,05) para os grupos indicados.

A carga parasitdria das lesdes dos camundongos infectados com os parasitas WT, pTEX
ou pTEX-HSP70 esta representada na Figura 27B. Interessantemente, as cargas parasitdrias

(relagdo entre o nimero de amastigotas totais por grama de tecido) presentes nas lesdes dos
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camundongos infectados com parasitas pTEX e pTEX-HSP70 (2,43x10° + 0,282 amastigotas/g
tecido e 2,85 x10° + 0,162 amastigotas/g tecido) foram superiores as cargas parasitdrias presentes
nas lesdes de camundongos infectados com parasitas WT (1,42x10° # 0,395 amastigotas/g tecido)
(Figura 27B). Além disso, ndo houve diferencas significantes entre as cargas parasitdrias
presentes nas lesdes induzidas por parasitas pTEX e pTEX-HSP70 (Figura 27B).

Para verificar se ocorreu visceralizacdo no baco e figado dos camundongos infectados
com os parasitas WT, pTEX ou pTEX-HSP70, foi realizado imprint desses 6rgdos em animais
com 12 semanas de infec¢do. As laminas com o imprint de cada 6rgao foram fixadas, coradas e o

nimero de amastigotas intracelulares presente em cada 6rgdo foi determinado (Tabela 2).

Tabela 2: Dados da contagem de parasitas em imprint de baco e figado de camundongos BALB/c infectados
com promastigotas WT, pTEX e pTEX-HSP70.

BACO FIGADO
WT 1,1 0
pTEX 1,3 0
pTEX-HSP70 1,8 0

1x107 promastigotas em 20uL de PBS foram inoculados por via subcutinea no coxim plantar da pata traseira
direita de camundongos BALB/c. Apds 12 semanas, um imprint de bago e figado dos animais foram fixadas
com metanol e corados com Giemsa. O niimero de amastigotas intracelulares foi determinado pela contagem
de 200 células.

Nos bacos dos camundongos infectados com os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 foram
encontrados 1,3 + 0,34 e 1,8 + 0,07 amastigotas por macréfago e nos bacos de camundongos
infectados com parasitas WT 1,1 + 0,001 amastigota por macrofago (Tabela 2). Nao foram

encontrados indicios de visceralizacdo nos figados dos camundongos infectados com parasitas
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ndo transfectados e transfectados (Tabela 2). A Figura 28 mostra fotos representativas dos
imprints dos bagos dos camundongos infectados com esses parasitas. As setas apontam 0s

amastigotas presentes no interior dos macréfagos.
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Figura 28: Fotos do imprinting do baco dos camundongos BALB/c infectados com promastigotas WT,
pTEX e pTEX-HSP70. 1x10” promastigotas em 20 uL de PBS foram inoculados via subcutinea no coxim
plantar da pata traseira direita de camundongos BALB/c. Apds 12 semanas, foi feito imprinting do bago e
figado dos animais, fixados, corados com Giemsa e observados em microscépio éptico (aumento 1000x).

Os resultados indicam que a capacidade infectiva de parasitas pTEX-HSP70 em relagdo
aos parasitas pTEX foi semelhante, confirmando os dados obtidos nas infec¢Oes in vitro com
macrofagos peritoneais e humanos. A capacidade de visceralizagdo também foi igual para os

parasitas WT e transfectados.

4.13. Parametros bioenergéticos dos parasitas transfectados.

Para avaliar qual seria o efeito da superexpressdao da proteina HSP70 na bioenergética
mitocondrial do parasita L.(L.) amazonensis, o consumo de oxigénio dos parasitas pTEX e
pTEX-HSP70 foi avaliado.

Para estimular o funcionamento da cadeia transportadora de elétrons e assim, medir o
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consumo de oxigénio dos parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 o succinato foi adicionado nos
experimentos como um doador de elétrons para o complexo II da cadeia respiratéria. A digitonina
também foi adicionada aos experimentos com o intuito de permeabilizar a membrana plasmética
dos parasitas, permitindo que os substratos fossem internalizados e assim utilizados pelas células.
O consumo de oxigénio dos parasitas transfectados estd representado na Figura 29. Os parasitas
pTEX-HSP70 apresentaram taxas de consumo de oxigénio de 2,97 + 0,35 nmol. min', o que
representa um consumo quase que 50% maior do que o utilizado pelos parasitas pTEX (2 + 0,18

nmol. min’! ) (Figura 29A).
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Figura 29: Consumo de oxigénio e controle respiratorio dos parasitas pTEX e pTEX-HSP70. (A)
Promastigotas (céls/mL) foram incubados no tampdo de respiracdo na presenca de 40uM de digitonina e
SmM de succinato e (B) 400uM ADP (Estado 3), 1ug/mL de oligomicina (Estado 4) para determinar a razao
do controle respiratério (RCR) (Estado 3/Estado 4). Os dados representam a média de trés experimentos
independentes feitos em duplicata. Andlise estatistica: ¢-test (p < 0,05).
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A partir do consumo de oxigénio pode-se determinar o controle respiratério (CR) dos
parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 pela razdo entre o Estado 3 e o Estado 4. A adicdo
primeiramente de ADP gera um estimulo no consumo de O, (Estado 3) e apds a adi¢do de
oligomicina hd um bloqueio na produ¢do de ATP diminuindo o consumo de O, (Estado 4) (Figura
29B). Os parasitas pTEX apresentaram consumo de O, inferior aos parasitas pTEX-HSP70 e seu
controle respiratério foi em torno de 1,67, o que corresponde a 15% superior ao controle
respiratério apresentado por parasitas pTEX-HSP70 (CR=1,47). Esse CR menor sugere um
desacoplamento da cadeia respiratéria o que justifica as taxas de consumo de oxigénio
observadas (Figura 29A).

Entretanto, pelo fato de os parasitas pTEX-HSP70 apresentarem um controle respiratério
menor, foi investigado se a producdo de ATP estaria sendo afetada. Assim, a producdao de ATP

intracelular dos parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 foi avaliada (Figura 30).
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Figura 30: Porcentagem de ATP intracelular produzido por promastigotas pTEX-HSP70 em relacao as
células controle. Os niveis de ATP intracelular foram determinados com 10® céls/mL de acordo com o
protocolo do fabricante. Os dados representam a média de dois experimentos independentes feitos em
duplicata. Andlise estatistica: #-test (p > 0,05).
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De acordo com a Figura 30, a porcentagem de ATP intracelular produzido por parasitas
pTEX-HSP70 em relagdo aos parasitas pTEX, mostrou ser apenas 6% superior, mas esta pequena
diferen¢a ndo € significativa.

Os resultados obtidos até aqui mostram que os parasitas pTEX-HSP70 consomem mais

oxigénio do que os parasitas controle, apesar de apresentarem um controle respiratério menor que

ndo influencia na sua producao de ATP.

4.14. Producao de espécies reativas de oxigénio pelos parasitas transfectados.

Com o intuito de verificar se a superexpressao da proteina HSP70 poderia alterar as taxas
de produgdo de EROs, parasitas pTEX e pTEX-HSP70 foram incubados com diferentes tipos de
sondas para a detec¢do da liberagdao de H,O; e do radical O,".

A liberacdo de H,O; pelos parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 esta representada na Figura

31.
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Figura 31: Células pTEX liberam mais H,0, do que células pTEX-HSP70 com a inibicio da cadeia
respiratoria mitocondrial. 107 céls/mL foram incubadas em PBS com ImM MgCl, na presenca de 40uM de
digitonina, 5 mM de succinato, 1 U/mL HRP, 25uM de Amplex Red (Ctrl) ou com 1,5ug/mL de antimicina A

(AA). Os dados representam a média de trés experimentos independentes feitos em duplicata. Andlise
estatistica: #-test (p < 0,05).
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Em condi¢des basais, baixas concentragdes de H,O, foram liberadas por ambos os
parasitas pTEX e pTEX-HSP70 (Figura 31, Ctrl). Nessas condi¢Oes, ndo foi possivel estabelecer
diferenca na liberacdo de H,O, entre os parasitas estudados. Por este motivo o mesmo
experimento foi repetido na presenca de antimicina A (AA). Este antibidtico possui a fun¢do de
bloquear o complexo III da cadeia transportadora de elétrons, o que possibilita 0 maior
vazamento de elétrons e, consequentemente, a maior formacdo de EROs. Os parasitas pTEX
quando incubados na presenca de AA apresentaram taxa de liberacdo de H,O, aproximadamente
80% maior do que a liberada pelos parasitas pTEX-HSP70 (Figura 31, AA).

A detec¢do da producdo do radical superdxido pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70

também foi avaliada e esta representada na Figura 32.
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Figura 32: Producdo de O," mitocondrial é a mesma entre os promastigotas transfectados. Células
pTEX ou pTEX-HSP70 (10° cél/mL) foram carregadas com a sonda fluorescente MitoSox na presenca do
tampao KH por 10 min. Ap6s as células foram lavadas e incubadas em tampdo KH na presenca de 40uM de
digitonina, SmM de succinato (Ctrl) e com 1,5ug/mL de antimicina A (AA). Os dados representam a média
de trés experimentos independentes feitos em duplicata. Andlise estatistica: #-test (p > 0,05).
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Em condicdes basais a producdo de O, pelos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 foram de
1,73 e 1,6 Mitosox oxidado por mim.10® cels., respectivamente, ndo apresentando diferencas
significantes entre eles. Quando os parasitas foram incubados na presenca de AA também nao
apresentaram diferencas na producdo de O," (1,49 e 1,58 de mitosox oxidado por mim.10%céls)
(Figura 32).

Os resultados obtidos com a producido de EROs mostraram que os parasitas pTEX-HSP70
apresentam diferencas apenas na liberacdo de H,O, em relacdo ao seu controle, mostrando que a

superexpressao da proteina HSP70 esta relacionada apenas com este tipo de EROs.
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5 _DISCUSSAO

As proteinas HSP70 sdo chaperonas moleculares expressas em uma diversidade de
organismos (Priya et al., 2013). Durante o ciclo de vida do parasita Leishmania as formas
promastigotas ao sairem do inseto vetor e infectarem as células mononucleares do hospedeiro
vertebrado experimentam diferencas de temperatura, pH e a presenca de EROs produzidos pelos
macréfagos. Estes tipos de estresses induzem o parasita a produzir mais HSP70, provavelmente
com o objetivo de recuperacdo de um estado de homeostase (Shonhai et al., 2011). Sabendo-se
que, juntamente com as enzimas antioxidantes, as proteinas HSP70 s3o as primeiras proteinas
expressas em resposta aos estresses encontrados durante o ciclo de vida da Leishmania (Miller et
al., 2000), este projeto teve como objetivo superexpressar a proteina HSP70 em L.(L.)
amazonensis. O nosso intuito foi avaliar a importancia dessa molécula para o parasita frente a
situagdes de estresse, o seu papel na infectividade e a sua relacio com a bioenergética
mitocondrial. Além disso, o processo de transfeccdo também foi avaliado pela andlise
ultraestrutural dos parasitas.

Para a obtengdo dos parasitas L.(L.) amazonensis superexpressando a HSP70, o vetor
pTEX-HSP70 (Figura 2) foi construido e utilizando para a transfec¢do dos parasitas a técnica de
eletroporacdo. O vetor pTEX foi escolhido para clonagem por ser especifico para a transfeccao
em tripanosomatideos (Kelly et al., 1992), sendo relatada em muitos trabalhos de clonagem com
a utilizacdo deste vetor para a transfeccdo de Leishmania e Trypanosoma (Taylor et al., 1994;
Castro et al., 2002; Vergnes et al., 2002; Finzi et al., 2004; Cestari Idos et al., 2008). Como o
vetor pTEX possui o gene de resisténcia para o antibidtico G418, as células transfectadas que

continham o vetor clonado pTEX-HSP70 ou somente o vetor pTEX foram selecionadas e a
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superexpressdao da proteina HSP70 foi confirmada pela técnica de Western blotting (Figura 4).
Essa mesma técnica foi utilizada para detectar a superexpressdo da proteina HSP70 em
promastigotas de L.(L.) tarentolae, L.(L.) infantum e L.(L.) chagasi (Brochu et al., 2004; Miller et
al., 2000).

Com os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 obtidos, o processo de transfec¢ao foi avaliado
pela andlise morfoldgica desses parasitas, comparando-os com parasitas ndo transfectados WT.
Vannier-Santos & Castro (2009) trataram promastigotas L.(L.) amazonensis com compostos
microbicidas e fizeram uma andlise qualitativa das organelas e da superficie celular destes
parasitas, por microscopia eletronica de transmissdo e de varredura, respectivamente. A andlise
qualitativa feita no trabalho do autor (promastigotas tratados ou ndo com compostos
microbicidas) foram analisada e comparada com as estruturas dos parasitas WT, pTEX e pTEX-
HSP70 do nosso trabalho. A andlises qualitativa mostrou que os parasitas WT, pTEX e pTEX-
HSP70 exibiram caracteristicas superficias e estruturais similares. Os trés tipos de parasitas
apresentaram superficie celular organizada e sem evidéncia de danos. Nao foram observadas
alteracoes na distribuicdo das organelas e auséncia de autofagossomos. A maioria dos
promastigotas ¢ mononucleado, o que indica que ndo houve alteracdo na capacidade de realizar
citocinese (Figuras 5,7 € 9).

Pelos dados obtidos da analise biométrica dos parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70, pode-
se mostrar que os parasitas transfectados apresentaram diferencas no comprimento celular
comparado ao comprimento de parasitas WT (Figura 6). Na literatura ndo ha relatos de que o
processo de transfeccdo pela eletroporacdo ou a utilizagdo do vetor pTEX poderiam alterar o
tamanho celular. Apesar disto hd dados que mostram que uma das maneiras pelas quais as células

reagem a mudangas celulares e ambientais (estresses, mudancgas na sinalizac¢do e no ciclo celular)
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€ por meio de mediadores centrais de cascatas de sinalizacbes, como as proteinas quinases
ativadas por mitégeno (MAPK) (Vonlaufen et al., 2008). No parasita Leishmania, existem
diversas MAPKs envolvidas na proliferagcdo, diferenciacdo e crescimento flagelar (Wiese et al.,
2003a,b; Kuhn & Wiese, 2005; Erdmann et al., 2006). Possivelmente, o cultivo continuo dos
parasitas transfectados em meio seletivo (presenca de G418) pode ter induzido uma resposta
celular pela ativacdo de cascatas de sinalizacdes com MAPK, envolvidas na diferenciacdo e no
crescimento flagelar (Wiese et al., 2003a), o que explicaria o aumento dessas células. Nao houve
diferencas no tamanho celular (Figura 6) e flagelar (Figura 8) entre os parasitas pTEX e pTEX-
HSP70, evidenciando que a superexpressdo da proteina HSP70 ndo esté relacionada ao tamanho
celular dos parasitas.

Os resultados obtidos pela analise morfométrica das densidades de area das mitocOndrias,
vacuolos, corpos lipidicos e das células dos parasitas permitiram detectar o aumento de densidade
de drea nuclear nos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 quando comparados a densidades de dreas
nucleares dos parasitas WT (Figura 10D).

Wheeler e colaboradores (2011) avaliaram a partir de medidas morfométricas, o
comprimento do corpo e do flagelo de diversos promastigotas de L.(L.) mexicana com o objetivo
de analisar as mudangas morfoldgicas do parasita durante seu ciclo celular. A partir das medidas
individuais, os autores puderam estabelecer o posicionamento dos nucleos no interior destes
parasitas. Com os resultados obtidos os autores estabeleceram uma correlacdo entre o
comprimento celular e a posi¢do nuclear do parasita L.(L.) mexicana (Wheeler et al., 2011). Ja
que os parasitas transfectados pTEX e pTEX-HSP70 t€m o comprimento celular maior do que os
parasitas ndo transfectados (Figura 6), a diferenca na drea nuclear desses parasitas poderia ser

explicada a partir desta relacdo descrita por Wheeler e colaboradores (2011). Ou seja, o
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posicionamento nuclear e, possivelmente a densidade de area nuclear, estariam correlacionados
ao maior comprimento celular dos parasitas transfectados.

Em relacdo as andlises morfométricas das densidades numéricas de vacuolos e corpos
lipidicos, ndo foram detectadas diferencas no nimero destas organelas entre os promastigotas
transfectados e parasitas WT (Figura 11).

Pela curva de crescimento dos parasitas transfectados verificou-se que os parasitas pTEX
e pTEX-HSP70 possuem capacidade proliferativa superior a dos parasitas WT (Figura 12). Dados
da literatura corroboram nossas observacgdes, pois parasitas transfectados de 7. cruzi e L.(L.)
donovani que também foram selecionados com G418 apresentaram taxas de crescimento
superiores as dos parasitas WT (Finzi et al., 2004; Zhang & Matlashewski, 1997). E interessante
notar que parasitas pTEX e pTEX-HSP70 tém capacidade proliferativa semelhante, isto €, curva
de crescimento similar, exceto no final da fase estaciondria, quando as culturas de parasitas
pTEX-HSP70 conseguem manter o nimero de células por 24h a mais do que as culturas de
parasitas pTEX (Figura 12). As culturas de Leishmania apresentam diminuicdo das taxas de
glicdlise e da oxidagdo de aminodcidos com os dias de cultivo (Blum, 1994), gerando um
ambiente de estresse nutricional. A proteina HSP70 € mais expressa frente a diversos tipos de
estresses, como por exemplo, o nutricional (West et al., 2012). Assim, a superexpressdao da
HSP70 poderia auxiliar os parasitas pTEX-HSP70 no redobramento de proteinas com
conformacdo alterada, que sdo geradas durante um estado de estresse e podem ser evitadas por
sistemas proteoliticos (Saibil, 2013), o que resultaria na manutencdo da homeostade na fase
estaciondria.

Quando os parasitas transfectados foram submetidos a diferentes concentracdes de H,O»,

os parasitas pTEX-HSP70 mostraram-se mais resistentes do que os parasitas pTEX, com ICsg
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(concentragdo de H,O; capaz de inibir 50% da proliferagdao) 50% superior (ICso= 401 e 269,5uM
respectivamente) (Tabela 1). Miller e colaboradores (2000) superexpressaram a proteina HSP70
em L.(L.) chagasi, e esses parasitas apresentaram maior resisténcia ao H,O, do que os parasitas
transfectados com somente o vetor, confirmando os resultados obtidos em nosso trabalho. No
tratamento com 250uM de H,0,, somente parasitas pTEX apresentaram capacidade proliferativa
reduzida em relacdo aos parasitas sem tratamento (Figura 13). E nos tratamentos com 450uM de
H,0,, ambos os parasitas pTEX e pTEX-HSP70 proliferaram menos do que os mesmos parasitas
sem tratamento (Figura 14). Dados da literatura relatam a correlacdo entre o aumento da
expressdo da HSP70 e o estresse oxidativo em parasitas como L.(L.) chagasi, L.(L.) infantum e
L.(L.) donovani (Wilson et al., 1994; Dea-Ayuela et al., 2009; Adhuna et al., 2000), T. cruzi
(Urményi et al., 2014 ) e larvas de T. spiralis (Martinez & Rodriguez, 2005) e maior resisténcia
ao H,O, como descrito por Miller e colaboradores (2000) para L.(L.) chagasi. A superexpressao
da HSP70 pode estar protegendo os parasitas pTEX-HSP70 do estresse oxidativo interferindo
com a sinalizacdo apoptética (Raina & Kaur, 2012) ou induzindo o aumento de enzimas
antioxidantes (Madeira et al., 2013) que metabolizam o H,O, em componenetes ndo toxicos.

Com outros tipos de estresses, como por exemplo, o choque térmico, a superexpressdo da
proteina HSP70 também promoveu resisténcia. De fato, promastigotas pTEX submetidos durante
2h ao choque térmico apresentaram proliferacdo reduzida pela metade quando comparados a
parasitas pTEX mantidos a 26°C, enquanto que com o mesmo choque térmico (2h, 37°C), a
capacidade proliferativa de parasitas pTEX-HSP70 ndo foi alterada em relagdo ao seu controle
(mantidos a 26°C) (Figura 16). Ha quase trinta anos os estudos nessa area tém mostrado que o
aumento da expressao da proteina HSP70 em L.(L.) chagasi, L.(L.) amazonensis, L.(L.) donovani

e L.(L.) tropica esta associado a temperaturas consideradas como choque térmico para os
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promastigotas e que sao proximas de 37°C (Lawrence & Gero, 1985; Shapira et al.,1988; Wilson
et al., 1994; Streit et al., 1996). Adicionalmente, a literatura indica que L.(L.) tarentolae
transfectada somente com o vetor e que submetida ao choque térmico por 2h apresentou metade
da viabilidade quando comparada a L.(L.) tarentolae superexpressarando a proteina HSP70
(Brochu et al., 2004). Os dados desses autores confirmam os nossos resultados e também
evidenciam a importancia da HSP70 na protecdo de Leishmania diante do choque térmico. Nas
incubacgodes a 37°C durante 4h (Figura 17) e 6h (Figura 18) os parasitas pTEX e pTEX-HSP70
apresentaram sua capacidade proliferativa reduzida em relacdo aos parasitas pTEX e pTEX-
HSP70 mantidos em temperatura de 26°C. Além disso, os parasitas transfectados pTEX e pTEX-
HSP70 submetidos ao choque térmico durante 4h e 6h nio apresentaram diferencas significantes
na capacidade proliferativa. Dados da literatura indicam que L.(L.) donovani submetida ao
choque térmico por 1 h ou por mais 3h ndo apresentam diferencgas na sintese da HSP70. Isto é, as
proteinas induzidas pelo tratamento de l1h a 37°C sdo estdveis e mesmo se as células forem
tratadas por mais 3h a 37°C néo produzem mais HSP70 (Brandau et al., 1995). Assim, sugerimos
que ndo ocorreram diferencas na proliferacao entre os parasitas transfectados tratados durante 4h
ou 6h a 37°C porque os niveis de expressao da HSP70 ja estavam muito altos. Em tratamentos
mais curtos (2h a 37°C) a diferenca na proliferacdo pdde ser observada (Figura 16).

A exposi¢do dos parasitas pTEX e pTEX-HSP70 a HBO também foi avaliada no nosso
trabalho. Dados da literatura mostram que o ambiente hiperbérico € téxico para promastigotas de
L.(L.) amazonensis e reduz a carga parasitiria em macrofagos (Arrais-Silva et al., 2005).
Camundongos BALB/c infectados com L.(L.) amazonensis e tratados na HBO mostraram
reducdo nas lesdes (Arrais-Silva et al., 2006). Adicionalmente, na literatura ha relatos do efeito

adjuvante da HBO em modelos in vivo e in vitro da leishmaniose. Macréfagos infectados com
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L.(L.) amazonensis reduziram mais efetivamente a infeccdo quando tratados com HBO e
antimonias pentavalentes (Ayres et al., 2011). A toxicidade foi mais elevada em cultutas de
promastigotas de Leishmania braziliensis panamensis tratatadas com HBO e anfotericina B
(Muhvich et al., 1993). Além disso, dados na literatura também mostram os efeitos que a HBO
promove reduzindo infec¢des e sintomas com parasitas tais como Plasmodium berghei (Blanco et
al., 2008) e Acanthamoeba sp (Maritschnegg et al., 2011). Uma vez que a HBO causa efeitos
toxicos para Leishmania e outros parasitas, o intuito de nosso trabalho foi avaliar se 0 aumento da
expressdao da HSP70 poderia promover protecdo para Leishmania contra o ambiente gerado pela
HBO. Os resultados mostraram que embora ambos os parasitas transfectados expostos durante 2h
a HBO apresentaram reducdo na capacidade proliferativa, os parasitas pTEX-HSP70 foram
significantemente mais resistentes ao ambiente hiperbarico por dias do que parasitas pTEX
(Figura 19).

Diversos trabalhos mostram que a HBO promove aumento na expressdo da proteina
HSP70 em diversos tipos de células e animais (Shyu et al., 2004; Mori et al., 2007; Lin et al.,
2012; Ueng et al., 2013). Além disso, Wong e colaboradores (1998) superexpressaram a proteina
HSP70 em células tumorais de carcinoma de pulmdo (A549), submeteram estas células a
hiper6xia por 24h e mostraram que estas sobreviveram 20% a mais do que as células
transfectadas com o vetor sem o inserto. Os mecanismos pelos quais a HSP70 protege o parasita
dos efeitos do ambiente oxidativo ndo sdo totalmente conhecidos, mas sabe-se que a HSP70
protege as células da peroxidagdo lipidica (Wong et al., 1988), promove um aumento de enzimas
antioxidantes (Madeira et al., 2013) e esta envolvida em mecanismos que suprimem a apoptose
(Ueng et al., 2013), que poderiam possibilitar aos parasitas pTEX-HSP70 uma maior resisténcia a

HBO.

73



Com o intuito de avaliar se a superexpressdo da HSP70 poderia alterar a capacidade
infectiva da L.(L.) amazonensis, culturas de macréfagos peritoneais € humanos foram infectados
com parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 e comparados com culturas de macréfagos infectados com
parasitas WT. Os resultados ndo mostraram diferencas significantes na porcentagem de células
infectadas com os parasitas WT e transfectados (Figura 22A). Em relacdo ao nimero de
amastigotas intracelulares, também ndo houve diferencas nas culturas infectadas com os trés tipos
de parasitas durante 24h de infeccio (Figura 22B).

Para confirmar que a superexpressdo da HSP70 nio alterava as taxas infectivas do parasita
Leishmania, outro tipo de macréfago primdrio foi escolhido para realizar os experimentos.
Culturas de macrofagos humanos derivados de sangue periférico infectadas com parasitas WT,
pTEX ou pTEX-HSP70 nao apresentaram diferencas tanto na porcentagem de células infectadas
como o numero de amastigotas intracelulares (Figura 22).

Com os dados obtidos, pdde-se verificar que a superexpressao da proteina HSP70 néo
altera a capacidade infectiva dos parasitas pTEX-HSP70 quando comparados aos parasitas pTEX.
Além disso, pdode-se observar que a modificacdo genética ndo alterou a capacidade infectiva dos
parasitas transfectados.

Os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 foram submetidos a choque térmico de 2h a 37°C
e, incubados com macréfagos peritoneais murinos por 2 e 24h, para analisar possiveis diferencas
na suas capacidade infectiva. Os resultados mostraram que as culturas de macréfagos infectadas
com estes parasitas também ndo mostraram diferencas no nimero de células infectadas e no
numero de amastigotas intracelulares (Figura 23).

A literatura mostra que a proteina HSP70 de L.(V.) braziliensis, L.(V.) panamensis, L.(L.)

donovani, L.(L.) tarentolae e L.(L.) infantum esta associada a resisténcia dos promastigotas aos
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antimoniais pentavalentes (Matrangolo et al., 2013; Peldez et al.,, 2012; Biyani et al., 2011;
Brochu et al., 2004). Assim, culturas de macréfagos murinos foram infectados com os parasitas
WT, pTEX ou pTEX-HSP70 e tratados com glucantime para verificar o efeito da HSP70 nestas
condic¢des. Os resultados mostraram que as culturas de macréfagos infectados com os 3 tipos de
parasitas ndo apresentaram diferencas na porcentagem de células infectadas e no nimero de
amastigotas intracelulares (Figuras 24 e 25). Apesar disso, os dados na literatura citados acima
mostram que existe um aumento na expressdo da HSP70 em parasitas tratados com antimonias.
Os nossos experimentos foram realizados com as formas amastigotas, enquanto que nos estudos
citados utilizaram as formas promastigotas.

A capacidade infectiva dos parasitas transfectados também foi avaliada in vivo (Figura
26), tendo-se observado que as lesdes dos camundongos inoculados com parasitas pTEX-HSP70
foram maiores do que as lesdes de animais inoculados com parasitas pTEX até a 7° semana de
infeccdo, mas se tornaram iguais nos estdgios finais da infec¢do. Além disso, as lesdes induzidas
por parasitas WT apresentaram mais amastigotas do que as lesdes induzidas pelos parasitas
transfectados (Figura 27A). Apesar disso, quando se verificou a carga parasitiria (nimero de
amastigotas totais por grama de tecido da lesdo), camundongos infectados com os parasitas WT
apresentam 70% menos parasitas por grama de tecido do que em lesdes de camundongos
infectados com parasitas pTEX ou pTEX-HSP70 (Figura 27B). Nao houve diferengas nas cargas
parasitdrias das lesdes induzidas pelos parasitas transfectados, o que confirma o fato que a
superexpressdo da proteina HSP70 ndo altera a infectividade desses parasitas. Os camundongos
infectados com os parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 também mostraram indicios de
visceralizagdo no bacgo, contabilizando em torno de um a dois amastigotas por macréfagos

(Tabela 2) e auséncia de parasitas nos figados destes animais (Figura 28).
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Os ensaios de infeccdo com parasitas WT, pTEX e pTEX-HSP70 a partir dos modelos in
vitro e in vivo indicam que a superexpressao da proteina HSP70 ndo altera a capacidade infectiva
da L. (L). amazonensis. Dados na literatura mostram que a 7. gondii virulento diminuem as taxas
de expressdao da HSP70 temporariamente quando tratadas com oligonucleotideos antisense e sua
capacidade infectiva também € reduzida (Dobbin et al., 2002). L.(L.) major nocautiado no gene
HSP70 e incubado com macréfagos, apresentou reducdo na capacidade infectiva quando
comparado a L.(L.) major ndao modificado geneticamente (Folgueira et al., 2008). Da mesma
forma, mutantes de L.(L.) infantum que ndo expressam HSP70, apresentaram menor infectividade
em camundongos BALB/c (Carrion et al., 2011). Por outro lado, Mycobacterium tuberculosis
com superexpressdo da HSP70 foi tdo infectiva quanto as bactérias ndo mutantes, ndo
apresentando também diferencas nas taxas infectivas no inicio da infeccao (Stewart et al., 2001).

Os dados da literatura mostram que a ndo expressao da HSP70 em Leishmania reduz a
capacidade infectiva desses parasitas. N@o h4 relatos na literatura que mostram que a Leishmania
que superexpressam a proteina HSP70 levam a mudancas nas suas taxas infectivas. Por outro
lado, Kiiltz (2003) apresenta uma visdo mais geral sobre o que seria o estresse celular. De acordo
com esse autor sdo danos macromoleculares gerados nas células em resposta a mudancgas
ambientais e a resposta gerada ao fator estressor ndo envolve apenas a simples inducido da
expressdao de chaperonas moleculares (HSPs), mas também a inducdo de outros mecanismos
adaptadores. Estes outros fatores que também estdo envolvidos na resposta ao estresse celular
seriam reguladores do ciclo celular, do proteassoma e proteinas de reparo do DNA. Assim,
possivelmente a superexpressdo da proteina HSP70 ndo promove diferencas nas taxas infectivas
na Leishmania pelo fato de a resposta gerada pelos parasitas durante a infec¢do ndo ser apenas

relacionada a maior presenca da HSP70. Provavelmente exista também o envolvimento de outras
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proteinas e cascatas de sinaliza¢des, como por exemplo, a ativacdo da cascata de sinalizacdo das
proteinas quinases ativadoras de mitdégeno (MAPK) ou da familia de quinases elF2, ambas
presentes em Leishmania e envolvidas na resposta ao estresse em diversos organismos
(Vonlaufen et al., 2008). Contudo, a superexpressdo da HSP70 em condi¢des de estresse &
importante, como foi apresentado em nossos experimentos de proliferacdo de promastigotas
submetidos a diferentes estresses (H,O,, choque térmico e HBO), mas nio deve ser o tnico e
exclusivo mecanismo utilizado pelos parasitas para a homeostase durante o estresse e a infec¢ao.
Analisando os parametros bioenergéticos dos parasitas transfectados pTEX e pTEX-
HSP70, pode-se constatar que parasitas pTEX-HSP70 consomem quase que 50% a mais de
oxigénio do que parasitas pTEX (Figura 29A). Pelo fato de os parasitas pTEX-HSP70 estarem
expressando mais proteinas HSP70 do que parasitas pTEX, possivelmente o aumento do
consumo de oxigénio de parasitas pTEX-HSP70 € devido ao aumento na demanda metabodlica
para a sintese da HSP70. Quando se determinou o controle respiratorio (CR), que indica o quanto
a cadeia transportadora de elétrons estd acoplada a fosforilacdo oxidativa (Silva et al., 2011),
verificou-se que apesar de os parasitas pTEX-HSP70 apresentarem maior consumo de oxigénio,
seu controle respiratorio foi 15% inferior ao CR observado nos parasitas pTEX (Figura 29B).
Entretanto, os parasitas pTEX-HSP70 nao apresentaram diferencas significantes na produgdo de
ATP intracelular em relacdo aos parasitas pTEX (Figura 30), evidenciando que o pequeno
desacoplamento mitocondrial nido afetou as taxas de ATP do parasita. Dados na literatura
mostraram que 7. cruzi superexpressando a enzima triparedoxina peroxidase, envolvida nos
mecanismos antioxidantes do parasita, também aumentaram o consumo de oxigénio e
apresentaram um pequeno desacoplamento mitocondrial, sem afetar a producdo de ATP

intracelular (Peloso et al., 2011). Além disso, hd relatos de que a superexpressdo da proteina
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HSP70 em células HeLa afetam seu metabolismo energético, diminuindo a atividade de enzimas
envolvidas na fosforilacdo oxidativa, mas a produ¢cdo de ATP intracelular também nao é afetada
(Wang et al., 2012). Sabendo-se que a cadeia transportadora de elétrons é uma das maiores fontes
de EROs celular, uma das formas pelas quais as células podem utilizar estratégias antioxidantes
seria por mecanismos desacopladores, que diminuem a producao de EROs sem afetar o transporte
de elétrons (Kowaltowski et al., 2009). Essa seria uma possivel explicagdo do que levou os
parasitas pTEX-HSP70 a ter um pequeno desacoplamento na membrana mitocondrial que poderia
auxilid-los a combater a producdo de EROs intracelular. Além disso, 0 aumento no consumo de
oxigénio pelos parasitas pTEX-HSP70 ndo afetou a producdo de ATP nestas células (Figura 30).
Possivelmente, os protons que foram bombeados para o espaco entre membranas durante a
passagem de elétrons, nio estariam retornando para a matriz mitocondrial pelo complexo
ATPase, pois ndo houve aumento na producdo de ATP pelos parasitas. Assim, uma possivel
explicacdo para este achado seria que os prétons presentes nesse espaco estariam voltando para a
matriz mitocondrial através de canais presentes na membrana da mitocondria. Dados na literatura
relatam que hd uma relag@o entre a proteina HSP70 do reticulo endoplasmdtico com canais de
anion dependentes de voltagem (CADV) presentes na membrana da mitocOndria (Szabadkai et
al., 2006). Este envolvimento da HSP70 com canais na membrana da mitocondria poderia estar
relacionado com o influxo de proténs para a matriz mitocondrial sem afetar as taxas de ATP nos
parasitas pTEX-HSP70.

A producio intracelular de EROg pelos parasitas transfectados também foi avaliada. Em
condi¢Oes basais, a liberacdo de H>O; pela mitocondria pdde ser detectada, mas ndo foi possivel
estabelecer diferencas significantes entre as células estudadas (Figura 31, Cltr). Na presenca de

AA os parasitas pTEX-HSP70 liberaram cerca de 80% menos H,O, do que parasitas pTEX

78



(Figura 31, AA). No entanto, quando foi avaliada a producdo do radical super6xido com a
presenca ou auséncia de AA, ambos os parasitas ndo apresentaram diferencas entre si na
porcentagem de produgdo do anion (Figura 32), evidenciando que a superexpressido da proteina
HSP70 estd relacionada somente com a liberacdo de H,0,. Diversos tabalhos mostram que o
aumento de temperatura e da sintese da HSP70, estd relacionada ao aumento da expressao de
enzimas antioxidantes, principalmente da glutaniona peroxidase (Mitchell et al., 1983; Currie et
al., 1988; Gu et al., 2012; Liu et al., 2013; Madeira et al., 2013). Além disso, outras chaperonas
como a HSP27 também promovem um aumento de enzimas antioxidantes (Mehien et al., 1996).
Interessantemente, a enzima glutationa € responsavel por metabolizar o peroxido de hidrogénio e
estd localizada na membrana mitocondrial (Raza, 2011). Diante desses resultados, pode-se
sugerir que a superexpressdo da proteina HSP70 aumentou as taxas de enzimas antioxidantes
como a glutationa peroxidase, o que levou a menor liberacao mitocondrial de H,O, nos parasitas
pTEX-HSP70.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a superexpressdao da HSP70 em L.(L.)
amazonensis nao interfere na morfologia dos parasitas; reforcam a importancia da HSP70 para a
sobrevivéncia do parasita diante de estresses encontrados durante seu ciclo de vida; sugerem que
HSP70 nao age sozinha na protecdo dos parasitas € que estd associada com mecanismos
antioxidantes. Assim, como perspectiva o estudo da interacdo da HSP70 da Leishmania com
proteinas do hospedeiro seria interessante para compreender a relacao parasita-hospedeiro e para

o desenvolvimento de novas intervengdes terapéuticas.
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6-CONCLUSOES

e Foi possivel a construcao do vetor pTEX-HSP70 e a obtengdo de parasitas transfectados

pTEX e pTEX-HSP70 que superexpressaram a HSP70.

Comparando-se parasitas pTEX-HSP70 com os parasitas pTEX, conclui-se que:

e 0s aspectos ultraestruturais sdo semelhantes.

e acurva de proliferacdo de parasitas pTEX-HSP70 apresenta fase estaciondria estendida.

e 0s parasitas pTEX-HSP70 sdo mais resistentes aos tratamentos com H,O,, choque térmico
e a exposicao a HBO.

e a capacidade de infectar macréfagos murinos e humanos e de se manterem
intracelularmente € semelhante em ambos os parasitas.

e a capacidade de infectar camundongos BALB/c € semelhante em ambos os parasitas.

e 0s parasitas pTEX-HSP70 exibem pequena alteracdo na bioenergética mitocondrial que
ndo se reflete na producdo de ATP.

e os parasitas pTEX-HSP70 liberam menos H>O, do que parasitas pTEX.

Comparando-se parasitas transfectados (pTEX e pTEX-HSP70) com parasitas nao

transfectados, conclui-se que:

e vdrios aspectos ultraestruturais sdo semelhantes, mas os tamanhos celulares sdo
aumentados em parasitas transfectados.

e adrea nuclear € maior ao quantificado em parasitas nao transfectado.
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