Yara Maria Traub-Cseko
Ph.D em Biologia Molecular pela Universidace
de Columbia, New York - EUA.

Chefe do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular do Instituto Oswaldo Cruz.

Pesquisadora Visitante na Universidade de Yale,
EUA.

Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto Oswaldo

Cruz, Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, Rio de Janeiro, RJ

22 Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

novo alvo para terapias?

Leishmania sio protozoarios para-
sitas causadores das leishmanioses, que
vao desde formas graves viscerais, fatais
quando nio tratadas, até formas cutineas
de cura espontinea. Estas doencas afe-
tam milhoes de pessoas em todo o mun-
do, e sio um grave problema de saude
publica no Brasil. Estes parasitas sio
transmitidos ao hospedeiro mamifero,
inclusive o-homem, pela picada de um
pequeno inseto, o flebétomo. No inseto
a Leishmania existe como um parasita
flagelado extracelular, uma forma cha-
mada promastigota. Quando o
promastigota é injetado no mamifero
pela picada do inseto, ele invade as
células que normalmente sio responsi-
veis pela defesa imune do organismo, os
macréfagos, onde se transforma numa
forma arredondada imével, o amastigota,
que ai se multiplica. A ingestdo destas
formas pelo inseto fecha o ciclo infecci-
0so. A capacidade de sobrevivéncia da
Leishmania nestas células de defesa, um
ambiente normalmente hostil a organis-
mos invasores, tem atraido o interesse de
muitos pesquisadores. Apesar dos meca-
nismos de escape nio serem ainda total-
mente compreendidos, varios aspectos
fascinantes ja sio conhecidos, como o
desenvolvimento de estratégias de
detoxificacio que incluem a producio
de moléculas inibitorias especificas como
catalases, novos agentes redutores e
inibidores de proteina quinases.

O conhecimento de caracteristicas
das formas amastigotas que sobrevivem
nos macréfagos, e das moléculas por
elas produzidas, que podem estar envol-
vidas nestes mecanismos de escape, é
portanto de grande importincia potenci-
al para o desenvolvimento de vacinas e
novas terapias. Nosso laboratério vem
trabalhando com uma destas moléculas

amastigota-especificas, as cisteina-
proteinases.

Provavelmente a cisteina-proteina-
se mais conhecida popularmente é a
papaina do mamao, muito utilizada no
amaciamento de carnes. Cisteina-protei-
nases existem em praticamente todos os
organismos onde foram procuradas,
desde virus, bactérias e plantas, até nos
mamiferos, tendo funcdes diferentes nos
varios casos. Elas foram encontradas
também em viarios parasitas de interesse
para o homem. Uma producio aumenta-
da de cisteina-proteinases por amebas,
parasitas unicelulares que podem pro-
vocar sérias diarréias, foi correlacionada
a gravidade da doenca causada, uma vez
que estas proteinases parecem estar im-
plicadas na capacidade invasiva destes
parasitas. O Schistosoma, um verme que
tem um estigio de diferenciacio num
vetor caramujo, € transmitido ao homem
em aguas infectadas por uma pequena
forma chamada cercdria, que penetra
pela pele. Uma cisteina-proteinase foi
responsabilizada por este processo inva-
sivo. Testes preliminares demonstraram
que a utilizacio de inibidores destas
proteinases, quando passados na pele
de animais de laboratério, eram capazes
de bloquear a transmissio do parasita.
Cisteina-proteinases foram também de-
tectadas, e estao sendo exaustivamente
estudadas, em protozodrios parasitas
como o plasmédio causador da maldria,
e os tripanosomatideos patogénicos
Trypanosoma brucei, causador da doen-
ca do sono na Africa, e o Trypanosoma
cruzi, causador da doenca de Chagas no
Brasil e outros paises das América, como
um alvo potencial para novas terapias e
desenvolvimento de vacinas. No caso do
protozodrio causador da maldria, cistei-
na-proteinases sio responsaveis pela



quebra da hemoglobina que nutre estes
parasitas. No T. cruzi elas parecem ter
um importante papel no ciclo de desen-
volvimento do parasita. Em Leishmania,
inibidores de cisteina-proteinases ini-
bem em grande parte a transformacio de
promastigotas para amastigotas, e dimi-
nuem dramaticamente a infeccio de
macréfagos. Informacdes detalhadas
sobre cisteina-proteinases de Leishma-
nia podem ser obtidas numa revisio que
publicamos em Ciéncia e Cultura (vol. 45
N.5, 1993).

Nossos trabalhos sobre cisteina-
proteinases de Leishmania iniciaram-se
pela identificacao e caracterizacio dos
genes que codificam estas enzimas. Isto
foi possivel explorando uma de suas
caracteristicas, a alta conservacio das
seqiiéncias correspondentes aos sitios
ativos, aos quais se liga o substrato. Isto
permitiu o desenho de pequenas se-
quéncias de DNA que foram usadas
como iniciadoras numa técnica de am-
plificacio de DNA conhecida como PCR,
a reacio em cadeia da polimerase. As
sequéncias amplificadas foram
sequenciadas e desta maneira consegui-
mos identificar dois genes que codifi-
cam duas cisteina-proteinases distintas.
O estudo cuidadoso destas sequiéncias
nos permitiu chegar a virias conclusdes
interessantes: trata-se de duas proteinases
bastante diferentes, tao diferentes entre
si, digamos, como uma cisteina-
proteinase de T. cruzi e qualquer uma
das de Leishmania. A quantidade das
proteinas produzidas por estes genes,
que chamamos de Lpcysl e Lpcys2, é
bastante diferente, a 2 sendo muito mais
abundante que a 1, o que é correlacionado
com o ndmero de genes presentes no
genoma, apenas um gene na 1, e uma
dezena de cépias pelo menos da 2.
Outra diferenca que chamou a atencido
foi a auséncia, em Lpcysl, de uma exten-
sdo no fim C-terminal da proteina, que é
caracteristico de todas as cisteina-
proteinases de tripanosomatideos estu-
dadas até agora. Os dois tipos de genes
encontram-se também em cromosomas
diferentes. Sua localizacao celular na
Leishmania foi determinada através de
marca¢ao com anticorpos e visualizacdo
por microscopia eletrbnica. Ambas fo-
ram encontradas em abundancia nos
lisosomas e Lpcysl em quantidades sig-
nificativas na bolsa flagelar, uma cavida-
de na base do flagelo que parece servir
como um importante sitio de ingestio e
secrecao nestes parasitas.

Neste meio tempo, um grupo de
pesquisadores na Escécia estava estu-
dando alguns outros aspectos desta
proteinases de Leishmania. Estudos fun-
cionais foram feitos através da técnica
de eliminacdo ou knockout génico. Esta
técnica tornou-se possivel a partir do

desenvolvimento de transfeccio em
Leishmania. Um dos carros-chefes da
engenharia genética é a técnica de
clonagem molecular, onde genes
heterélogos sio ligados a plasmideos
bacterianos e depois reintroduzidos e
amplificados em bactérias. O equivalen-
te desta técnica foi também desenvolvi-
do para tripanosomatideos, inclusive
Leishmania. Foram criados plasmideos
capazes de se replicar nestes parasitas,
que sio introduzidos na Leishmania pela
técnica de eletroporacio. O plasmideo
introduzido pode conter um gene
construido de tal maneira que, através de
recombina¢io genética, se insira no gene
normal da célula e o destrua, causando
assim uma deficiéncia de seu produto. A
chamada genética reversa é uma arma
poderosa para o estudo funcional de
genes especificos. Quando o grupo da
Escocia eliminou o gene de Lpcysl de
Leishmania, nido foi possivel detectar
qualquer efeito deletério nas células,
indicando ndo ser este um produto es-
sencial para a sobrevivéncia do parasita.
Quando, entretanto, as copias de Lpcys2
foram eliminadas, essas leishminias per-
deram em grande parte sua capacidade
de infectar e sobreviver nos macréfagos,
comprovando assim seu importante pa-
pel na viruléncia destes parasitas.
Nosso interesse atual se foca princi-
palmente no estudo de mecanismos de
trinsito celular de cisteina-proteinases
em Leishmania, ou seja, na sinalizacio
que leva estas proteinases aos lisosomas.
Pouco se sabe a respeito das caracteris-
ticas moleculares responsiveis pelo
enderecamento de proteinas em
tripanosomatideos em geral. Foi identifi-
cado um sinal de apenas trés aminodcidos
que é capaz de levar proteinas ao
glicosoma, uma organela caracteristica
de tripanosomatideos onde se concen-
tram enzimas glicoliticas. Os sinais de
direcionamento ao lisosoma sio bem
conhecidos em virios organismos, exis-
tindo mesmo, em mamiferos, patologias
definidas relacionadas a mecanismos
deficientes de enderecamento de enzimas
ao lisosoma. O mecanismo mais comum,
que envolve receptores e uma marcacio
por glicose-6-fosfato nas enzimas
lisosomais, ndo parece existir em
Leishmania. Foi aventada na literatura a
hipétese do envolvimento da extensio
C-terminal, caracteristica de
tripanosomatideos, neste processo. A
descoberta, em nosso laboratério, de
uma classe de cisteina-proteinases de
Leishmania que nido tem esta extensio, e
mesmo assim tem uma localizacao
lisosomal, vai contra esta hipétese. Duas
abordagens estao sendo utilizadas neste
estudo. Estio sendo clonados os frag-
mentos génicos que antecedem e suce-
dem a sequéncia que dard origem 2a

proteinase madura e ativa, juntamente
com um gene reporter, que da origem a
proteina verde fluorescente, de uma dgua-
viva marinha. A fluorescéncia desta pro-
teina reporter pode ser visualizada por
microscopia, sendo assim possivel de-
terminar qual fragmento da cisteina-
proteinase ¢é responsdvel pelo
enderecamento ao lisosoma. Na outra
abordagem estd sendo investigado o
envolvimento potencial de actcares no
direcionamento. Ja foi demonstrada a
presenca de acucares em cisteina-
proteinases de tripanosomatideos. E pos-
sivel determinar, a partir da seqiéncia
primdria dos aminodcidos na proteina,
os sitios potenciais de glicosilacio. Dois
destes sitios foram identificados em
Lpcys2, a cisteina-proteinase abundante
de Leishmania. Nossa inten¢ao é modifi-
car estes aminodcidos através de
mutagénese dirigida, e depois verificar
se estas proteinases, agora deficientes
em sua glicosilacio, ainda sio capazes
de encontrar seu caminho ao lisosoma.
Ja conseguimos com sucesso eliminar
um destes sitios, e no momento estamos
introduzindo estes genes mutados em
Leishmania através de transfeccao. Ou-
tro experimento que ja foi levado a cabo
em nosso laboratério foi a introducao do
gene de Lpcys2 numa espécie de
Leishmania que normalmente apresenta
niveis baixos desta proteinase, com o
intuito de averiguar o efeito de uma
superproducio no parasita, em relacio,
por exemplo, a viruléncia. Quando o
gene heterdlogo foi introduzido em for-
mas promastigotas, observamos um efei-
to inesperado: quando a proteinase foi
visualizada em géis com o auxilio de
anticorpos especificos, nio foi visto o
processamento que dd origem a
proteinase madura e ativa, como é o
caso nas formas amastigotas da espécie
de onde foi clonado Lpcys2. Isto pode
ter dois significados: ou esta espécie
distinta de Leishmania ndo reconhece os
sinais de processamento molecular da
espécie original e/ou o processamento,
que ocorre normalmente em amastigotas,
ndo ocorre na forma promastigota. As
duas sio possibilidades excitantes que
estdo sendo investigadas no momento.

Talvez a aplicacio mais dramadtica,
com direito a manchetes recentes nos
jornais, das cisteina-proteinases como
um alvo para quimioterapias, seja a uti-
lizacio de inibidores destas proteinases
como um dos componentes dos tao
divulgados “coquetéis” anti-HIV. E pos-
sivel que um futuro nio muito distante
veja o desenvolvimento de novas terapi-
as baseadas em inibidores de cisteina-
proteinases em varias doenca infeccio-
sas e parasitarias, inclusive as leishmani-
oses, tado carentes de novos desenvolvi-
mentos nesta drea
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