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WHO: World Health Organization
WT: wild type

a-GalT: alpha galactosil transferase
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RESUMO

As manifestacdes clinicas da leishmaniose sdo dependentes de uma complexa interacdo entre
a espécie infectante e o sistema imune do hospedeiro. Carboidratos tém sido considerados
essenciais para a viruléncia e viabilidade de Leishmania spp. Os glicoconjugados, secretados
ou presentes na superficie do parasito, podem contribuir para a sobrevivéncia e proliferacéo
deste apOs a evasdo do sistema imune. A producdo de anticorpos que reconhecem o
carboidrato o-Gal ja foi relatada em seres humanos infectados com Leishmania infantum, L.
major e L. tropica. No Brasil, as espécies de L. infantum e L. amazonensis estdo relacionadas
as Leishmanioses Visceral e Tegumentar, respectivamente. Assim, este trabalho teve por
objetivo verificar a presenca do epitopo a-Gal nas cepas de L. infantum e L. amazonensis. O
epitopo a-Gal acoplado ao virus QP (denominados Qp-a-Gal) foi explorado como vacina para
leishmaniose experimental usando como modelo camundongos C57BL/6 knockout para o-
Galactosiltransferase (a-GalT-KO), que mimetizam o hospedeiro humano na producdo de
anticorpos anti-a-Gal. O epitopo a-Gal foi identificado em maior proporcdo na superficie de
L. amazonensis em comparacdo com L. infantum. Os camundongos o-GalT-KO infectados
com 107 promastigotas das espécies de L. amazonensis e L. infantum apresentaram reducéo
significativa da carga parasitaria no baco e no figado quando comparados com camundongos
C57BL/6 wild type para a-Galactosiltransferase. Em seguida, camundongos o-GalT-KO
foram vacinados com nanoparticulas de Qp-a-gal e infectados com as espécies de L.
amazonensis e L. infantum. A infeccdo e proliferacdo dos parasitos foram controladas
eficientemente no baco e no figado, ndo sendo detectados parasitos por PCR quantitativa.
Assim, o epitopo a-Gal pode ser explorado como candidato vacinal contra as leishmanioses

cutanea e visceral.

Palavras chaves: Leishmania; infec¢ao experimental; epitopo a-Gal.
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ABSTRACT

The clinical manifestations of leishmaniasis depend on a complex interaction between the
parasite species and the host immune system. Carbohydrates have been pointed as essential
for virulence and viability of Leishmania parasites. Secreted or on the parasite surface,
Glycoconjugates may contribute for Leishmania survival and efficiently proliferate after
immune system evasion.. The anti-a-Gal antibodies production has been reported in humans
infected with Leishmania infantum, L. major and L. tropica. This study aimed to verify the
presence of a-Gal epitope in strains of L. infantum and L. amazonensis. We explored the a-
Gal epitope coupled to virus-like nanoparticles QP, (named Qp-a-Gal) as vaccine in
experimental leishmaniasis using C57BL/6 a-Galactosyltransferase knockout (a-GalT-KO) as
a mouse model, which mimic human hosts in producing anti-a-Gal antibody. The a-gal
epitope was identified in higher proportion on the surface of L. amazonensis in comparison to
L. infantum. C57BL/6 a-GalT-KO mice infected with 10 promastigotes of both Leishmania
species significantly decreased parasite load in the liver and slightly in the spleen, compared
with Leishmania infection in mice C57BL/6 a-GalT-WT. C57BL/6 a-GalT-KO mice were
also vaccinated with Qp-a-Gal nanoparticles and after parasite challenge, this group
efficiently controlled the infection and proliferation of Leishmania parasites in the liver and
spleen, where no Leishmania parasites were detected by qPCR. The a-Gal epitope emerges as

a vaccine candidate to block both human cutaneous and visceral leishmaniasis.

Keywords: Leishmania; experimental infection; a-Gal epitope;
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um conjunto de doencas infecciosas causadas por
protozoarios da ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (Ross
1903). Esses parasitos sdo transmitidos a humanos e outros mamiferos ap6s a picada de
insetos dos géneros Lutzomyia e Phlebotomus, da Ordem Diptera, da Familia Psychodidae e
Sub-Familia Phlebotominae (Ashford 2000).

A leishmaniose se manifesta por diferentes formas clinicas, e o que define qual forma
clinica o individuo apresenta € um conjunto de fatores, tais como: a espécie de Leishmania, a
capacidade imunitaria do individuo, idade, estado nutricional, entre outros (Kevric et al.
2015). Assim, as leishmanioses sdo classicamente divididas em leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar (LT), podendo ser causadas ao homem por cerca de 22 espécies do
parasito (Who-Paho 2013). Nas Américas parece bem consolidado que a L. (L.) infantum é a
espécie responsavel pelos casos de leishmaniose visceral, e L. (L.) amazonensis uma das
espécies associadas aos casos de leishmaniose tegumentar. Embora nos altimos anos diversos
trabalhos tenham mostrado esforgos crescentes para o desenvolvimento de vacinas e novas
drogas para o controle efetivo da doenga, as leishmanioses ainda sdo consideradas doengas
negligenciadas e ndo existem vacinas eficazes disponiveis contra a doenca humana (Costa et
al. 2011; Kobets et al. 2012; Kevric et al. 2015).

O epitopo a-Gal € a denominagdo utilizada para o carboidrato com estrutura
Galal,3Galp1,4GIcNACR, que é abundantemente expresso em glicoconjugados de mamiferos
ndo primatas, prosimios e macacos do Novo Mundo. Em contraste, esse epitopo ndo €
expresso em células de seres humanos e macacos do Velho Mundo, sendo estes considerados
tolerantes ao epitopo- a-Gal na produgéo de anticorpos (Galili et al. 1987a e 1988; Macher &
Galili 2008). Assim, baseado na producdo de anticorpos anti-a-Gal, o a-Gal como antigeno
tem sido explorado como alvo para imunoterapia em Trypanosoma cruzi, e recentemente em
Plasmodium spp (Towbin et al. 1987; Gazzinelli et al. 1991; Travassos & Almeida 1993;
Yilmaz et al. 2014). Ademais, a produgao de anticorpos que reconhecem a-Gal ja foi relatada
em seres humanos infectados com Leishmania infantum, L. major e L. tropica (Avila et al.
1988 e 1989; Al - Salem et al. 2014), mas ainda ndo ha estudos que expliquem a participacao
desse epitopo nas leishmanioses.

Os modelos experimentais mais utilizados para o estudo das leishmanioses
(camundongos e hamsters) ndo se assemelham aos humanos no contexto da expressao do
epitopo a-Gal. Esses modelos possuem o0 gene que codifica a enzima a-1,3-

galactosiltransferase (GT) ativo e, diferente dos humanos, expressam em suas células o
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epitopo a-Gal (Galili & Swanson 1991; Galili 2015). Dessa forma, o uso de animais KO para
a enzima GT justificou-se pela necessidade de um modelo experimental que, assim como 0s
humanos, produzissem naturalmente anticorpos anti-o-Gal, mas que fossem incapazes de
expressar o epitopo a-Gal no endotélio vascular e em outros tecidos (Thall et al. 1995; Tearle
et al. 1996).

Nesse contexto, esse trabalho teve por objetivo, primeiramente, verificar a presenca do
epitopo a-Gal nas formas promastigotas de Leishmania infantum (MCAN/BR/2002/BH401) e
L. amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e avaliar a infeccdo experimental por essas espécies em
camundongos C57BL/6 knockout para a enzima o-1,3-galactosiltransferase (aGalT-KQO) e em
camundongos C57BL/6 selvagens para essa enzima. Além disso, realizou-se também a
imunizacdo nos animais knockout com o epitopo a-Gal acoplado ao “Virus Like Particle” Qp
(Qp-a-Gal), a fim de avaliar se ocorre protecdo nesses animais quando infectados por L.

amazonensis e L. infantum.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. O género Leishmania e as leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, pertencentes a
Familia Trypanosomatidae, Ordem Kinetoplastida, Filo Sarcomastigophora e Sub-Reino
Protozoa (Ross 1903; Laison & Shaw 1987). Esses parasitos sdo transmitidos apds a picada
de insetos fémeas dos géneros Lutzomyia (Novo Mundo: América Latina) e Phlebotomus
(Velho Mundo: Bacia do Mediterraneo, Asia e partes da Africa), da Ordem Diptera, da
Familia Psychodidae e Sub-Familia Phlebotominae (Ashford 2000; Lainson & Shaw 1987).
Existem em torno de 20 espécies de Leishmania e 30 espécies e subespécies de flebotomineos
implicados nas diferentes formas clinicas da doenca humana, que tem também como fatores
determinantes o status imunoldgico e as condi¢Ges socioeconémicas (Reithinger R &
Dujardin JC 2007; Antironi et al. 2012; Stockdale & Newton 2013).

O agente causador da leishmaniose foi primeiramente descoberto por Ross (1903), que
denominou o género Leishmania. LesGes cutdneas, semelhantes as descritas por Ross, ndo
eram associadas ao género Leishmania. Foi em 1909 que Lindenberg, Carini e Paranhos
demonstraram formas amastigotas em lesdes de pacientes com “Ulcera de Bauru”, em Séo
Paulo, Brasil (Laison 2010).

Os subgéneros Viannia e Leishmania foram definidos anos depois por Lainson & Shaw
(1978), utilizando como parametros o desenvolvimento do parasito no inseto vetor, o
potencial de crescimento em meios de cultura e a viruléncia dos parasitos quando inoculados
em animais experimentais. As espécies do subgénero Viannia foram caracterizadas por
apresentarem baixo potencial de crescimento em meio de cultivo NNN convencional e por
desenvolverem-se no intestino posterior do flebotomineo. Ja as espécies do subgénero
Leishmania crescem mais facilmente em meio de cultivo NNN convencional e ndo se
desenvolvem no intestino posterior do flebotomineo (Lainson & Shaw 1987).

Existem diferentes propostas de classificacdo para as formas clinicas da doenca. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as classifica em quatro principais formas:
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como Kalazar; leishmaniose dérmica poés
Kalazar (LDPK); leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose mucocutanea (LMC). Enquanto a
leishmaniose cutanea é a forma mais comum, a leishmaniose visceral é a mais grave e pode
ser fatal se ndo tratada (WHO 2016).

No ano de 1999, Mauricio e cols. relataram ser L. (L) infantum e L. (L.) chagasisao

indistinguiveis e formam um grupo monofilético, assim adotaremos neste trabalho a

23



denominacdo L. infantum (sinonimia de L. (L.) chagasi). A L. infantum esta associada a
leishmaniose visceral (LV) que é uma doenca cronica grave, de alta letalidade em individuos
ndo tratados, em criangas desnutridas, e também é considerada emergente em portadores de
infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV) (Gontijo & Melo 2004; Murray et al.
2005). A LV no homem apresenta varios sinais clinicos, tais como febre,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, perda de peso e hipergamaglobulinemia (Marzochi
1994; Murray et al. 2005). Os cées sdo considerados os principais reservatorios do agente
etioldgico da LV zoonotica. Esse hospedeiro apresenta variagcdes no quadro clinico da doenca,
existindo casos de animais assintomaticos e outros que podem chegar a estagios graves da
doenga. Assim, considerando o convivio do cdo com o homem, aqueles desempenham um
papel importante na transmissdo da doenca, pois, mesmo 0s que ndo sdo considerados
doentes, sdo fontes de infeccdo de Leishmania para os flebotomineos que, por sua vez, podem
transmiti-la ao homem (Alvar et al. 1994; Molina et al. 1994; Abranches et al. 1998; Dias et
al. 2011; Laurenti et al. 2013).

A leishmaniose cutdnea é conhecida nas Américas como Leishmaniose Tegumentar
Americana (LTA), ocorrendo desde o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina, com
excecao do Chile e Uruguai (Brasil 2007), e apresenta um espectro de manifestacGes clinicas.
As variagdes vdo desde a leishmaniose cuténea localizada (LCL), que tende para a cura
espontanea, até formas graves da doenca como a leishmaniose mucosa/mucocutanea (LMC) e
a cutanea difusa (LCD) (Silveira et al. 2004). A forma cutdnea localizada (LCL) ¢
considerada a forma mais comum da LT e é causada principalmente por L. major e L. tropica
no Velho Mundo, e por L. braziliensis, L. mexicana e L. amazonensis no Novo Mundo
(Garcez et al. 2002). A forma cutanea difusa (LCD) é considerada grave, sendo mais
frequente no Novo Mundo, e é causada por L. amazonensis. A gravidade da forma difusa
deve-se, principalmente, a dificuldade no tratamento das les6es (Convit et al. 1993; Ashford
2000; Murray et al. 2005).

Sobre a espécie L. amazonensis, classicamente associada as formas tegumentares de
leishmanioses, alguns achados experimentais inesperados sugerem novas abordagens. Abreu-
Silva e cols. (2004) demonstraram que camundongos BALB/c desafiados com L. amazonensis
apresentaram manifestacGes patologicas similares as encontradas na leishmaniose visceral
causada por L. infantum. Em um estudo realizado no municipio de Paracatu-MG, dentre os 15
caes diagnosticados clinicamente, por meio de testes soroldgicos RIFI (Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta) e IFAT (Immunofluorescence Antibody Test), com
leishmaniose visceral foi demonstrado que 5 estavam infectados por L. amazonensis (Dias et

al. 2011). Em outro estudo, também com cdes diagnosticados clinicamente com leishmaniose
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visceral, foram encontrados cées infectados com L. amazonensis (Tolezano et al. 2007). Esses
estudos indicam que a espécie L. amazonensis pode causar condic¢Bes clinicas similares a

leishmaniose visceral em caes.

2.2. O ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo da Leishmania é originalmente zoonoético, possuindo mamiferos
silvestres como reservatdrios. Verifica-se atualmente uma adaptacdo para o ciclo urbano,
principalmente devido ao crescente desmatamento, as mudancas climaticas e alteracdes no
ecossistema do vetor. Esses fatores associados ao comprometimento imunolégico do
individuo e a falha terapéutica tém contribuido para a crescente expansdo da doenca
observada nos ultimos anos em humanos (Lainson & Rangel 2005; Shaw 2007; Reithinger &
Dujardin 2007).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo de vida do parasito ocorre quando uma fémea de
flebotomineo se alimenta em um mamifero parasitado e ingere células do sistema fagocitico
mononuclear contendo formas amastigotas. No tubo digestivo do flebotomineo, as
amastigotas se transformam em formas flageladas denominadas promastigotas prociclicas.
Essas formas se multiplicam intensamente, e em cerca de 30 a 60 horas ocorre a
transformacdo em formas alongadas denominadas nectomonas, que se aderem ao intestino
médio do flebotomineo. Nos parasitos do subgénero Viannia, acrescenta-se uma fase de
divisdo de paramastigotas ovoides e promastigotas, que se aderem as paredes do intestino
posterior. Apo0s a digestdo do sangue ingerido, estas formas migram para a regido toracica do
intestino, onde se transformam em promastigotas metaciclicas. Estas formas sdo infectantes
para o hospedeiro vertebrado e migram para o eséfago, faringe e probdscida do flebotomineo
(Lainson & Shaw 1978). O hospedeiro vertebrado € infectado quando, durante o repasto
sanguineo, as fémeas hematdfagas inoculam as formas promastigotas que serdo fagocitadas
pelas células do sistema fagocitico mononuclear, onde ocorre a transformacéo para a forma
amastigota, reiniciando o ciclo quando, por ventura, for picado por um flebotomineo (Lainson
& Rangel 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo evolutivo: representacdo esquematica do ciclo de vida de Leishmania sp. (adaptado de Assis et
al. 2012).

As espécies de Leishmania apresentam diversos hospedeiros vertebrados mamiferos:
canideos, roedores, edentados (tatu, preguica, tamandud), marsupiais (gamba), quirépteros e
primatas, incluindo o homem (Brazil 1987; Berzunza-Cruz et al. 2015). A maioria das
leishmanioses s&o zoonodticas, com o homem infectando-se secundariamente. A forma
antropondtica é causada por L. donovani, sendo encontrada apenas em alguns paises do

subcontinente Indiano e em partes da Africa (Alvar 2004; Ameen 2010).

2.3. A situacao atual das leishmanioses

A epidemiologia das leishmanioses é considerada complexa devido a diversos fatores,
tais como a variabilidade das espécies de Leishmania e dos hospedeiros e vetores envolvidos
no ciclo de transmissdo. Assim, ocorrem, além de diversas manifestacdes clinicas, diferencas
na resposta terapéutica. Também deve ser considerado o fato de circularem diferentes

espécies de Leishmania em uma mesma area geografica (WHO 2016).
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As figuras 2 e 3 ilustram a distribuicdo mundial das Leishmanioses Cuténea e Visceral,
respectivamente. Podemos observar que o Brasil se destaca em ambos 0s mapas dentre 0s
paises que reportaram mais de 5000 casos no ano de 2013 (WHO 2016).

Figura 2: Distribui¢do mundial da Leishmaniose Cutanea: paises ou areas com risco de transmissao (Fonte:

WHO Leishmaniasis control programme. Annual country reports, 2013)
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Figura 3: Distribuicdo mundial da Leishmaniose Visceral: paises ou areas com risco de transmissdo (Fonte:

WHO Leishmaniasis control programme. Annual country reports, 2013)
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Em 2015, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS), em colabora¢do com o0s programas
o controle de leishmanioses, reuniu os dados dos 25 paises mais acometidos com
leishmanioses. Foram incluidos nesse relatorio os paises que reportaram mais de 100 casos de
leishmaniose visceral (LV) e mais de 2.500 casos de leishmaniose cutanea (LC) em 2013. Dos
25 paises selecionados, 13 representam 95 % dos casos de LV, e 11 representam 90 % dos
casos de LC. O Brasil foi o Gnico pais incluido em ambos os grupos, sendo reportados 3.453
casos de LV e 19.402 casos de LC. Estima-se que 556 milhdes de pessoas estejam em areas
sob risco de adquirir a infeccdo para LV e 399 milhdes para LC (WHO 2016).

2.4. Aspectos gerais da interacao parasito/hospedeiro

Nas leishmanioses, acredita-se que sejam inoculadas naturalmente pela picada, durante
0 repasto sanguineo do flebotomineo, no hospedeiro mamifero cerca de 1.000 formas
promastigotas de Leishmania durante o repasto sanguineo da fémea infectada (revisado por
Mougneau et al. 2011).

De forma geral, o controle da infeccdo por Leishmania é realizado inicialmente pelos
componentes da resposta imune inata. Entretanto, uma resposta mais especifica, formada pela
imunidade adaptativa, também é necessaria. Os linfocitos T tém papel fundamental na
infeccdo por Leishmania, e sdo observados no linfonodo drenante cerca de 16 horas pos-
infeccdo (Malherbe et al. 2000).

O paradigma classico de diferenciacdo das células TCD4+ como marcador da
polarizacdo da resposta imune (Thl ou Th2) ndo se aplica a todas espécies de Leishmania,
principalmente as espécies das Ameéricas, sendo frequente a ocorréncia de perfis mistos
(WHO 2016). Espécies de Leishmania associadas a LT normalmente exigem um padrdo de
resposta imune do tipo Thl para a cura em modelos murinos (Wilson et al. 2005). J& nas
espécies causadoras de LV, a dicotomia do perfil de resposta imune Thl e Th2 ndo é evidente
em modelos murinos (Ahmed et al. 2003). O perfil Th17 também tem sido estudado e parece
estar associado ao agravamento de lesGes causadas pela IL-17 em camundongos suscetiveis
infectados com L. major (Lopez Kostka et al. 2009).

Comumente, no modelo murino infectado por L. infantum, o perfil de resposta Thil,
considerado como protetor, é reprimido pela produgdo de citocinas como IL-10 e TGF-,
estando a suscetibilidade mais relacionada a incapacidade de desenvolvimento de uma
resposta Th1 efetiva do que com a elaboragdo de uma resposta Th2 exacerbada (Miralles et al.

1994). Ja foi demonstrado que L. infantum afeta diretamente seu microambiente local com a
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producdo de TGF-p de modo a suprimir a atividade leishmanicida dos macrofagos parasitados
por tal espécie (Wilson et al. 2005).

Na infeccdo por L. amazonensis, a resisténcia e a suscetibilidade ndo séo estritamente
relacionadas com o desenvolvimento de uma resposta Thl e Th2, respectivamente. Muitos
fatores parecem estar associados com a suscetibilidade a L. amazonensis. Em primeiro lugar,
0 parasito é capaz de inibir a maturacdo de células dendriticas e subsequente producéao de IL-
12 por estas células (Boggiatto et al. 2009), o que pode inibir uma reposta do tipo Th 1(Ji J et
al. 2002). Surpreendentemente, foi demonstrado que o IFN-y tem um papel ambiguo durante a
infeccdo de macréfagos com L. amazonensis in vitro, dependendo da concentracdo da
citocina, que pode causar a morte ou o crescimento do parasito (Qi H et al. 2004). O parasito
desenvolveu estratégias adaptadas para escapar das defesas do hospedeiro, incluindo a
ativacdo do complexo repressor do NF-kB, que suprime a expressdo de iNOS por macrofagos
infectados, favorecendo a infeccdo (Qi H et al. 2004). Além disso, ja foi demonstrado que na
infecgdo por L. amazonensis é necessaria uma quantidade muito elevada de Oxido nitrico e
superoxido, para que ocorra a morte de amastigotas dentro do macréfago (Mukbel et al. 2007;
Calegari-Silva et al. 2009).

No sitio da infecgdo, as células dendriticas e os macrofagos residentes na pele sao as
primeiras células a participarem da producdo de uma resposta do hospedeiro (Mougneau et al.
2011). As células dendriticas sdo eficazes na apresentacdo de antigenos e produzem citocinas
como a IL-12, que possibilitam a polarizacdo das células T para um perfil Thl, considerado
protetor em leishmanioses (Von Stebut et al. 1998 e 2003). Ja foi demonstrado em modelo
murino a capacidade dessas células de fagocitar a Leishmania minutos ap6s a inoculagdo (Ng
et al. 2008). Os macréfagos, por sua vez, no caso das espécies de Leishmania, sdo, por um
lado, indispensaveis para a sobrevivéncia, divisao, e replicacdo do parasito; por outro, sdo as
principais células do sistema imune responsaveis por sua eliminacdo (Liu & Uzonna 2012).
Os principais mecanismos microbicidas de macréfagos contra microrganismos intracelulares
sd0 a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies reativas de nitrogénio (RNS)
(Podinovskaia & Descoteaux 2015).

Os neutréfilos também desempenham papel importante no processo de infeccdo da
Leishmania. J& foi demonstrado, em infeccdo experimental por L. major, que em menos de
uma hora apés a infeccdo ja se observa um infiltrado de neutrofilos na orelha dos
camundongos infectados. Os autores concluiram que uma pequena quantidade de macrofagos
é infectada nos estagios iniciais, havendo um predominio de neutrofilos infectados. Apds
alguns dias, esse cendario se inverte, ocorrendo diminuicdo da populacdo de neutrofilos

infectados e aumento da de macréfagos, que sédo, afinal, as células hospedeiras de longo
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tempo do parasito (Peters et al. 2008). Embora os neutréfilos fagocitem facilmente as formas
inoculadas de Leishmania, eles acabam favorecendo a sua proliferacdo ao entrarem em
apoptose, pois uma das estratégias do parasito ¢ utilizar células apoptéticas como “vetor”,
assim, os macrofagos fagocitam os neutrofilos apoptoticos contendo parasitos vivos (Van
Zandbergen et al. 2004; Ribeiro-Gomes & Sacks 2012).

Os diversos eventos envolvidos na interacdo das formas evolutivas de Leishmania com
seus hospedeiros sdo bastante complexos e podem ser considerados, em conjunto com 0s
mecanismos de escape desenvolvidos pelo parasito, como fatores determinantes para o

desenvolvimento da doenca.

2.5. Principais moléculas presentes na superficie de Leishmania

A participacdo de diversas moléculas é bastante estudada nas diferentes espécies de
Leishmania e tem sido associada a interacdo, sobrevivéncia e viruléncia do parasito na célula
hospedeira. Os glicoconjugados desempenham um papel fundamental, estando relacionados a
diversos eventos durante a interagdo parasito/hospedeiro, que modulam funcbes importantes
das células do hospedeiro (Descoteaux & Turco 1999; Turco 2003; Assis et al. 2012).

A forma promastigota de Leishmania possui em sua superficie o glicocalice, composto,
em sua maioria, de moléculas que sdo fixadas por ancora de glicosilfosfatidinositol (GPI).
Entre as moléculas ancoradas por GPI, destacam-se o lipofosfoglicano (LPG) e a
glicoproteina (GP63) (McConville & Ferguson 1993; Spéth et al. 2003). Essas moléculas sdo
capazes de interagir diretamente com células do hospedeiro, facilitando sua internalizacao
(Brittingham et al. 1995; Ueno & Wilson 2012).

O LPG é um heteropolimero formado principalmente por unidades repetitivas de Galf
1,4Mana 1- 4- PO4 ~ ancorados via GPI. Diversas funcdes tém sido atribuidas ao LPG, tais
como: protecdo do parasito contra o ataque do sistema complemento (Puentes et al. 1990);
inibicdo da apresentacdo de antigenos nos eventos iniciais modulados pelas células dendriticas
(Liu & Uzonna 2012); inibicdo da maturagdo do fagossoma (Dermine et al. 2005) e inducdo
da formacdo de redes extracelulares de neuréfilo (Guimaraes-Costa et al. 2009). E importante
ressaltar que a estrutura do LPG muda durante a diferenciagdo das formas infectantes
promastigotas prociclicas em metaciclicas (Sacks et al. 1995; Soares et al. 2005). Além disso,
ocorre polimorfismo estrutural entre espécies de Leishmania. Em L. infantum, as unidades de
repeticdo de LPG apresentam a adi¢do de B-Glc ao carbono C3 (Soares 2002; Assis et al.
2012).

30



A GP63 é uma glicoproteina com 63 kDa. Descoberta na década de 80, foi descrita
como o0 antigeno de superficie mais abundante em formas promastigotas de Leishmania
(Schneider et al. 1992 e 1994). Uma das funcbes importantes esté relacionada a inativacdo da
molécula C3b, inibindo a formacéo da C5 convertase e facilitando a fagocitose (Brittingham
et al. 1995).

Uma familia de glicolipideos denominada glicoinositol-fosfolipides (GIPLs) esta
presente em todos 0s estdgios de vida do parasito, localizando-se na superficie celular e
revestindo estruturas intracelulares de Leishmania (McConville & Ferguson 1993). A funcéo
dos GILPs ainda precisa ser melhor esclarecida. Polimorfismos estruturais dos GIPLs sdo
bem caracterizados, sendo classificados como GIPLs do tipo I, GIPLs tipo Il, e hibridos.
GIPLs do tipo I sdo a forma predominante nas espécies em Leishmania donovani, Leishmania
tropica e Leishmania aethiopica, e apresentam, em sua maioria, um residuo de manose como
acucar mais distal, que ¢ identificado pela adicdo ao sexto carbono da manose proximal de um
residuo de manose (Manal-6Manal-4GIcN-PI) (McConville & Blackwell 1991; Schneider et
al. 1994). J& os GIPLs do tipo Il possuem como caracteristica a adi¢do ao terceiro carbono da
manose proximal de um residuo de manose (Manal-3Manal-4GIcN-Pl), e ja foram descritos
em L. major, L. mexicana e L. panamensis (McConville & Ferguson 1993). GIPLs do tipo IlI
compartilham caracteristicas estruturais com os dois primeiros tipos e possuem adi¢do de uma
manose em ambos os terceiro e sexto carbonos da manose proximal (Manal-3(Manal-6)
Manal-4GIcN-PI) encontrados em L. mexicana e L. donovani (McConville & Ferguson
1993).

Apesar da diversidade de fungdes apresentadas por glicoconjugados presentes na
superficie da Leishmania na interacdo parasito/hospedeiro, essas moléculas tém grande
importancia e influenciam diretamente no estabelecimento da infeccdo e no tipo de resposta

imune desenvolvida pelo hospedeiro.

2.6. O epitopo a-Gal.

O epitopo a-Gal é a denominacdo utilizada para o carboidrato com estrutura
Galal,3Galp1,4GIcNAc-R (Figura 4), que é abundantemente expresso em glicoconjugados de
mamiferos ndo primatas, prosimios e macacos do Novo Mundo. Em contraste, esse epitopo
ndo é expresso em células de seres humanos e macacos do Velho Mundo, sendo estes
considerados tolerantes ao epitopo a-Gal na producdo de anticorpos (Galili et al. 1987a e
1988; Macher & Galili 2008).
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Figura 4: llustracéio do epitopo a-Gal (Galal,3Galpl,4GIcNAc R). (Adaptado Schocker et al. 2016)

A enzima a-1,3-galactosiltransferase (a-GalT), por processo de glicosilagdo, sintetiza

dentro do aparelho de Golgi cadeias de glicoproteinas, glicolipideos e proteoglicanos que

apresentam os epitopos de a-Gal (Basu e Basu 1973; Blake e Goldstein 1981; Betteridge e
Watkins 1983; Blanken & Van den Eijnden 1985; Galili et al. 1988 e 2013). Essa enzima liga

a galactose fornecida pelo acucar, Uridina difosfato galactose (UDP-Gal), para o radical N-

acetil glicosamina (Gal B 1-4GICNAc-R) para gerar o epitopo a-Gal, como representado na

figura 5.
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Figura 5: Ilustragio de epitopos de a-Gal (marcados por retdngulos por linhas tracejadas) em

glicoproteinas (A) e em glicolipideos (B). A figura mostra também o local de ligagdo do anticorpo anti-Gal

(Galili 2015).
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Um estudo comparativo da ocorréncia de anticorpos anti-a-Gal versus a expressdo do
epitopo a-Gal foi realizado utilizando eritrdcitos e soros de um grande nimero de primatas
(macacos do Velho e do Novo Mundo e humanos) e de mamiferos ndo primatas (coelho,
ratos, porcos, cdes e bovinos). Foi observado um padrdo evolutivo distinto, no qual o
anticorpo anti-a-Gal estava presente em macacos do Velho Mundo e em seres humanos, e 0
epitopo a-Gal nos macacos do Novo Mundo e nos mamiferos ndo primatas. Assim, eles
concluiram que a expressdo do a-Gal foi evolutivamente conservada em macacos do Novo
Mundo e nos mamiferos ndo primatas, e suprimida em linhagens ancestrais dos primatas do
Velho Mundo. A supressédo desse epitopo foi acompanhada da producao de anticorpos anti-a-
Gal, verificada nos soros dos humanos e dos macacos do Velho Mundo (Galili et al. 1987b).

A hip6tese mais aceita para explicar a inativacdo do gene GGTAL que codifica a enzima
al,3-galactosiltransferase é que tenha ocorrido ha aproximadamente 28 milhdes de anos uma
pressdo seletiva mediada por um patdgeno endémico na Eurasia e Africa, onde as populaces
de primatas que nao expressavam o epitopo a-Gal e, consequentemente, produziam anti-oa-Gal
tenham sido favorecidas. Possivelmente, as populacdes favorecidas foram capazes de utilizar
0 anticorpo anti-a-Gal como mecanismo de defesa a patdgenos que expressavam o a-Gal
(Galili e Swanson 1991; Galili 2015). Apos ter sido eliminado o epitopo a-Gal, esses primatas
passaram a produzir grandes quantidades de anticorpos contra esse epitopo, sendo
considerados anticorpos naturais de anti-a-Gal (Galili et al. 1987b e 1988; Galili e Swanson
1991; Koike et al. 2002 e 2007).

A presenga do epitopo a-Gal j& foi descrita em varios agentes patogénicos como, por
exemplo, em virus envelopados e bactérias dos géneros Klebsiella, Salmonella,
Streptococcus, e E. coli (Luderitz et al. 1965; Galili et al. 1988; Posekany et al. 2002; Han et
al. 2012). Também protozoarios dos géneros Trypanosoma e Leishmania foram reportados
por apresentarem cadeias de carboidratos com estruturas semelhantes ao epitopo a-Gal (Avila
et al. 1989; Almeida et al. 1991; Schneider et al. 1994; Ramasamy & Field 2012).

Assim, os estudos envolvendo o epitopo a-Gal tém ganhado importancia devido a
possibilidade de aplicagdes clinicas, uma vez que o aumento da producdo de anticorpos anti-

a-Gal pode estar envolvido com diversos mecanismos imunoldgicos.

2.6.1. Anticorpos anti-a-Gal

Galili e cols. (1993) mostraram que o0 anticorpo anti-a-Gal € um dos anticorpos
produzidos naturalmente em seres humanos, representando aproximadamente 1% da producgéo

de IgG circulante reagindo com este antigeno. Também séo encontrados como isotipos IgM,
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IgE e IgA. Ao longo da vida, esses anticorpos sdo produzidos como resultado da continua
estimulagdo antigénica causada pelos carboidratos presentes nas bactérias gastrointestinais da
microbiota normal (Galili et al. 1988).

Em algumas doencas parasitarias, estudos mostram que a producédo de anticorpos anti-a-
Gal esta relacionada com a presenga do epitopo a-Gal no agente etioldgico. Na Doenca de
Chagas, foi demonstrado que anticorpos anti-a-Gal se ligam ao o-Gal presente no
Trypanosoma cruzi e induzem lise mediada pelo complemento do parasito, sugerindo que
anticorpo anti-o-Gal contribua para a protecao do hospedeiro (Towbin et al. 1987; Gazzinelli
et al. 1991; Pereira Chioccola et al. 2000). Em Plasmodium spp o epitopo a-Gal também foi
identificado, e a producdo de anticorpo anti-a-Gal foi associada a protecdo da doenca (Yilmaz
et al. 2014).

A produgdo de anticorpos que reconhecem o-Gal ja foi relatada também em pacientes
com leishmaniose visceral e leishmaniose cutanea. Em 1988, Avila e cols. detectaram altos
niveis de anticorpos anti-a-Gal em criangas com leishmaniose visceral ativa e em adultos
clinicamente curados. A doenca era causada nesses pacientes pela espécie L. donovani. Em
outro estudo, foram detectados niveis elevados de anticorpos IgG anti-a-Gal em pacientes
infectados com L. major e L. tropica quando comparados a individuos saudaveis (Amen et al.
2014). Em pacientes infectados com espécies de Leishmania do Novo Mundo, como L.
mexicana e L. braziliensis, também foram encontrados niveis elevados de anticorpos anti-a-
Gal (Avila et al. 1988 e 1989). Apesar desses relatos, ainda ndo foi bem estabelecida a
presenga do epitopo a-Gal em espécies de Leishmania.

A expressdo anormal de epitopos a-Gal em tecidos humanos foi descrita também como
um dos desencadeadores de processos autoimunes na Doenca de Graves (Etienne-Decerf et al.
1987). Outro envolvimento importante de anticorpos anti-a-Gal é na rejeicdo aguda a
xenotransplantes em humanos de oOrgdos de mamiferos que expressam o a-Gal,
principalmente em 6rgdos de porcos. Este anticorpo funciona como uma barreira para o
xenotransplantes, pois a ligacdo anti-a-Gal aos epitopos a-Gal ird mediar a rejeicdo imune.
Esta barreira tem sido superada pela geracdo de animais Knockout para a-1,3-
galactosiltransferase (aGalT-KO) (Phelps et al. 2003; Kuwaki et al. 2005; Lai et al. 2002)

Nessa perspectiva, devido a sua abundancia nos seres humanos, anticorpos anti-a-Gal
podem ter diversas aplicacdes clinicas e varios estudos tém sido realizados, tais como: vacinas
modificadas para expressar o epitopo a-Gal podem ter a imunogenicidade aumentada (Abdel-
Motal et al. 2007); tratamento de cancer por vacinas intratumorais contendo o epitopo a-Gal

(LaTemple et al. 1999; Galili et al. 2010a e 2011); aplicacdo de nanoparticulas de a-Gal em
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feridas, visando o recrutamento e ativacdo de macrofagos para uma rapida cicatrizacdo de
feridas (Galili et al. 2010b).

2.7. Modelos experimentais para o estudo das leishmanioses

A investigacdo dos aspectos basicos das doencas em humanos pode ser dificultada ou
inviabilizada por fatores, tais como: problemas de ordem ética, tamanho da amostra, uso de
grupo controle, tipo de tratamento e uso de procedimentos invasivos, sendo a utilizagéo do
modelo animal experimental de fundamental importancia para o conhecimento da doenca
(Fagundes & Taha 2004).

A maioria dos estudos com animais experimentais utiliza o0 modelo classificado como
induzido — quando a condicdo/doenca a ser investigada € induzida experimentalmente
(Monteiro R. et al. 2009). A escolha do modelo adequado baseia-se em diversos fatores, tais
como semelhancas clinicas, fisioldgicas e imunoldgicas com o hospedeiro, capacidade em
manifestar a doenca e permitir estudos por um longo periodo, além da disponibilidade e
facilidade de manejo animal (Hommel et al. 1995; Awasthi et al. 2004; Oliveira et al. 2005;
Garg & Dube 2006).

H& estudos das leishmanioses em diversos modelos como cées, coelhos, cobaias,
macacos, camundongos e hamsters. Porém, devido a facilidade de manejo, os camundongos e
0s hamsters tém sido os mais utilizados (Hommel et al. 1995; Oliveira et al. 2011). A
evolucdo das leishmanioses em animais experimentais depende de diversos fatores, tais como:
a cepa utilizada, a via de inoculacdo, o estagio evolutivo do parasito utilizado bem como o
tamanho do indculo (Kaye et al. 2004; Garg & Dube 2006; Sacks et al. 2015).

2.7.1. O modelo murino C57BL/6

Dentre os modelos experimentais utilizados para o estudo das leishmanioses, 0
camundongo é o mais comumente utilizado e o mais conhecido cientificamente. A taxonomia
é definida como: classe Mammalia, ordem Rodentia, familia Muridae, género Mus, espécie
Mus musculus. Embora essa seja a classificagdo mais aceita, ha controvérsias quanto as
espécies e subespécies criadas em laboratorios devido & presenca de alguns genes ou até
mesmo cromossomos de espécies diferentes, como é o caso da linhagem C57BL/6, na qual

6,5% do genoma é originario de Mus spretus, e ndo de Mus musculus (Franco 2006).
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Caracteristicas bioldgicas como o ciclo de vida relativamente curto, similaridade
genética a humanos e facilidade em terem seu genoma manipulado fazem com que eles se
destaguem como bons modelos experimentais (Leon 2005).

Varios estudos possibilitaram o conhecimento genético de camundongos. Atualmente, a
classificacdo genética das espécies se baseia nos programas de acasalamento utilizados.
Quando estes ocorrem entre irmé&os, a linhagem é denominada de isogénica (inbred), e quando
ocorrem ao acaso, heterogénica (outbred), fazendo existir, assim, camundongos muito bem
definidos geneticamente. Sdo exemplos de linhagens isogénicas de camundongos: BALB/C;
C57BL/6; DBA/1 e C3H/HeJ (Andrade 2002).

Os camundongos C57BL/6 foram originalmente obtidos por Clarence Little, em 1920,
como parte de seu trabalho de producdo de linhagens isogénicas. Apos 20 geracdes de
acasalamentos consanguineos, o resultante codificado com o numero 57 foi denominado
C57BL/6. As letras C e BL representam 0 homozigoto dominante para a cor da pelagem preta
(black), e o numero 6 refere-se a sexta linhagem que sobreviveu a pressao de endogamia. Esta
linhagem apresenta animais de vida longa e com baixa suscetibilidade a tumores, entretanto é
um background permissivo para a expressao méaxima da maioria das mutacdes. S&o
empregados como modelo in vivo no estudo de diversas areas, tais como biologia
cardiovascular, biologia do desenvolvimento, diabetes e obesidade, genética, imunologia,
neurobiologia, oncologia e biologia comportamental, além de serem comumente utilizados no
desenvolvimento de animais transgénicos (Beamer et al. 1996; Waterston et al. 2002).

As espécies de L. donovani e L. infantum, causadoras da forma visceral, e as espécies
relacionadas as formas tegumentares, L. major, L. tropica, L. mexicana e L. amazonensis e L.
braziliensis, sdo capazes de infectar camundongos e de reproduzirem aspectos clinicos da
doenca em humanos, possibilitando o uso desses animais como modelos para avaliar o curso e
controle da infeccdo, além da resposta imune (Alexander e Bryson 2005; Coelho et al. 2016).
Abreu-Silva e cols. (2004) mostraram visceralizagdo de L. amazonensis e desenvolvimento de
doenca sistémica grave em camundongos C57BL/6.

Em relacéo as infec¢des por espécies causadoras da forma tegumentar, a inoculacéo de
grande quantidade de parasitos (10* a 107) pela via subcutanea na pata continua a ser o
modelo preferido para a infec¢do, porém a inoculagéo pela via intradérmica na orelha tambem
tem sido utilizada por refletir melhor a infecgcdo natural (Sacks et al. 2015). J& as especies
relacionadas a forma visceral, as vias sistémicas (intraperitoneal e intracardiaca) sdo as mais
utilizadas juntas com altas doses de parasitos, mas as vias subcutaneas e intradérmicas
mostraram melhores resultados para o estabelecimento da infecgéo inicial (Ahmed et al. 2003;

Ribeiro-Gomes et al. 2012).
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O modelo murino de infec¢do por L. major, proposto por Sacks e cols. (2002), definiu o
paradigma Th1/Th2 de resisténcia/suscetibilidade a leishmaniose cutanea. Quando animais da
linhagem C57BL/6 s&o infectados com L. major, eles sdo capazes de controlar a infeccéo,
sendo esse perfil de resisténcia associado ao desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl
(Louis et al. 1998). Entretanto, camundongos suscetiveis da linhagem BALB/c, quando
infectados por L. major, apresentam doenga progressiva e visceralizante, sendo essa
suscetibilidade associada ao perfil de citocinas do tipo Th2 (Scott & Scharton 1994; Louis et
al. 1998).

Em contraste com a infeccao por L. major, a maior parte das linhagens de camundongos
sdo suscetiveis a L. amazonensis, incluindo a C57BL/6, que apresenta lesdes cronicas. Na
infeccdo por L. amazonensis, a resisténcia e a suscetibilidade ndo s&o estritamente
relacionadas com o desenvolvimento de uma resposta Thl e Th2, respectivamente. Muitos
fatores parecem estar associados com a suscetibilidade, como a capacidade do parasito de
inibir a maturacéo de células dendriticas e subsequente diminuicdo na producédo de IL-12, que
pode impedir o desenvolvimento de uma forte resposta Thl (Terabe et al. 1999; Ji J et al.
2002; Boggiatto et al. 2009). Surpreendentemente, foi demonstrado que o IFN-y tem um papel
ambiguo durante a infeccdo de macrofagos com L. amazonensis in vitro, a depender da
concentracédo da citocina, que pode causar a morte ou o crescimento do parasito (Qi H et al.
2004).

Em um estudo com camundongos BALB/c, C57BL/6 e DBA/2, infectados
experimentalmente com L. amazonensis, foi observada uma severa infeccdo sistémica nos
camundongos, com excecdo da linhagem DBA/2, que apresentou uma forma leve da doenga
com auto cura. Esses dados sugerem que o espectro da doenca depende de fatores genéticos
do camundongo (Abreu-Silva et al. 2004).

Em relacdo a via de inoculacdo, um estudo com camundongos BALB/c infectados
experimentalmente com L. infantum comparou as vias intracardiaca e intradérmica (orelha) e
observou disseminagdo do parasito para o baco e o figado em ambas. Para a inoculacdo pela
via intracardiaca, o indculo continha 10° e 108 parasitos, e para a via intradérmica 10° (Ahmed
et al. 2003).

Camundongos da linhagem C57BL/6 sdo também considerados como bons modelos
para testes vacinais da LV (Garg e Dube 2006). Além disso, estudos mostram que, em relacao
a resposta imune humoral nesses modelos, a presenca de linfocitos B e de anticorpos podem
contribuir para a morbidade da doenga, por meio da producdo de 1L-10 e de imunoglobulinas
da classe IgG e IgM (Deak et al. 2010; Ronet et al. 2010).
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A disponibilidade e a facilidade de manuseio dos camundongos e a suscetibilidade dos
mesmos para a LV tem feito desses animais 0os mais utilizados nos modelos experimentais
(Carrion et al. 2006).

2.7.2. O modelo C57BL/6 knockout para a 1,3-galactosiltransferase (aGalT-KO)

A enzima a-1,3-galactosiltransferase (aGalT) catalisa a sintese do carboidrato com a
estrutura Galo1-3Galpf1-4GIcNAc-R, denominada “epitopo a-Gal”. Com excegdo de seres
humanos e primatas ndo humanos do Velho Mundo, todos os outros mamiferos, incluindo os
camundongos, expressam glicanos a-Gal em suas células e tecidos (Galili et al. 1987a e 1987
b; Galili 1991).

A producgdo de animais knockout para a enzima se justifica pela necessidade de um
modelo experimental que se assemelhasse aos humanos no contexto da expressdo do epitopo
a-Gal. Foram produzidos porcos e camundongos aGalT-KO que, assim como os humanos,
produzem naturalmente anticorpos anti-a-Gal, mas sdo incapazes de expressar o epitopo o-
Gal no endotélio vascular e em outros tecidos (Thall et al. 1995; Tearle et al. 1996). Os
camundongos selvagens para aGalT-WT apresentam o gene GGTAL funcional e expressam
a-Gal em glicoconjugados presentes na superficie das células, suprimindo a producdo de
anticorpos anti a-Gal (Milland et al. 2006).

Os camundongos utilizados para a producdo do knockout sdo da linhagem C57BL/6,
homozigotos para o alelo nulo, ndo diferem em tamanho e aparéncia dos tipos selvagens, e
sdo compativeis para o desenvolvimento uterino normal. A auséncia de expressao do a-Gal
foi confirmada por ensaios usando anticorpos anti-a-Gal humano e também por anélises de
expressao de RNA (Millan et al. 2006).

O epitopo a-Gal foi explorado recentemente em Plasmodium spp e a produgdo de
anticorpos anti-a-Gal foi avaliada em animais experimentais (Yilmaz et al. 2014). Nesse
estudo foram utilizados camundongos C57BL/6 aGalT-KO e foi verificada prote¢do na
malaria experimental.

Nessa perspectiva, foram produzidos também camundongos aGalT-KO como modelo
de vacinas. Os animais aGalT-KO, quando desafiados com virus contendo o epitopo a-Gal,
apresentaram protecdo bem mais acentuada do que quando imunizados com o virus sem 0
epitopo (Abdel-Motal et al. 2007). Além disso, esses animais sdo também de interesse para o
estudo de imunogenicidade do epitopo a-Gal, podendo ser avaliada a producdo de anticorpos

anti-a-Gal, assim como o papel desses ap6s imunizacdo (Abdel-Motal et al. 2009 e 2010).
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Camundongos a-GalT-KO foram utilizados também como modelo para o estudo de
cancer, em que foi observada maior imunogenicidade nos tumores estimulados a expressarem
o epitopo o-GalT (LaTemple et al. 1999; Galili et al. 2010a). O uso de nanoparticulas
contendo a-Gal foi testada nesses animais a-GalT-KO e foi observada otimizacdo da

cicatrizacdo em queimaduras de pele (Galili et al. 2010b).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

e Avaliar a participagdo do carboidrato a-Gal na infeccdo experimental por Leishmania
amazonensis e L. infantum em camundongos C57BL/6 knockout para a-1,3-
galactosiltransferase (o 1,3- GalT-KO).

3.2. Objetivos Especificos:

¢ Identificar a presenca do epitopo a-Gal em L. amazonensis e L. infantum.

e Auvaliar a producdo de anticorpos IgG anti-a-Gal por camundongos C57BL/6 selvagens
(aGalT-WT) e Knockout para a-galactosiltransferase (aGalT-KO), infectados por L.

amazonensis e L. infantum em diferentes tempos de infeccao.

e Avaliar a producdo de anticorpos anti-a-Gal, da classe 1gG, no soro dos animais

experimentais previamente estimulados com epitopo a-Gal acoplado ao “Virus Like Particle”

QP (QB-a-Gal).

e Realizar imunizagdes com o0 epitopo a-Gal nos camundongos aGalT-KO e avaliar a

protecdo contra as infecgOes por L. amazonensis e L. infantum.

¢ Quantificar a carga parasitaria no baco e figado dos animais experimentalmente infectados

com L. amazonensis e L. infantum.
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4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

4.1. Fase 1: Detec¢do do epitopo a-Gal nas formas promastigotas de L. amazonensis e

L. infantum

Inicialmente, foram realizados ensaios com parasitos obtidos do cultivo in vitro de L.
amazonensis e L. infantum. Foram avaliadas a marcagdo do epitopo a-Gal por lectina MOA
(Marasmius oreades) FITC (Fluorescein Isothiocyanate), por citometria de fluxo e
imunofluorescéncia. Em seguida, foi realizada a extracdo de proteinas totais das formas
promastigotas das duas especies. As proteinas foram dosadas e foram realizados ensaios com
esses lisados totais, também visando a identifica¢ao do epitopo a-Gal. Os ensaios realizados
foram: Western Blot e ELISA com anticorpo priméario anti-a-Gal, e para o teste de
especificidade da ligacdo do ELISA as amostras foram tratadas previamente com Green
Coffee Beans a-Galactosidase (Sigma Aldrich).

Em um segundo momento, as proteinas extraidas foram purificadas por cromatografia
de afinidade, em coluna de lectina MOA, a fim de se obter apenas as fragdes que continham o
epitopo carboidrato Gala-1,3-Gal e Gala-1,3-Galp1,4-GIcNac. Para confirmagdo da
purificacdo, foram realizados ELISA com fragdes purificadas, usando MOA biotinilada e
anticorpo primério 1gG anti-a-Gal. Especificidade foi conferida pelo tratamento com a-
Galactosidase.

Fluxograma 1: Delineamento experimental da fase 1.
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4.2. Fase 2: InfeccOes experimentais

Na segunda fase desse trabalho, grupos de camundongos C57BL/6 selvagens (aGalT-
WT) e Knockout para a-galactosiltransferase (aGalT-KO) foram infectados
experimentalmente pelas espécies de L. amazonensis e L. infantum, com o objetivo de
comparar a evolucéo da infecgdo nos animais por as essas espécies de Leishmania, e avaliar a
producdo de anticorpos anti-a-Gal por esses animais. Foram coletadas amostras de sangue
com 7, 14 e 21 dias ap06s a infeccdo; ELISA com os soros dos camundongos foram testados
usando o carboidrato a-Gal acoplado ao QB- como antigeno. Novamente, tratamentos com a
enzima a-Galactosidase foram realizados para o teste de especificidade. Os animais foram
eutanasiados apo6s 10 semanas de infeccdo, e foram coletados baco e figado para avaliacdo da

carga parasitaria por PCR quantitativa.

Fluxograma 2: Delineamento da fase 2
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4.3. Fase 3: Imunizacdes com a-Gal acoplado ao Q “Virus Like Particle” (Qp-a-Gal)

Na terceira fase, os camundongos o-GalT-KO foram estimulados com o epitopo a-Gal
acoplado ao QP “Virus Like Particle” (Qp-a-Gal), e foi avaliada a producdo de anticorpos
anti-a-Gal. Em seguida, os animais foram desafiados com infec¢Oes experimentais por L.

amazonensis e L. infantum pelas vias subcutanea e intraperitoneal respectivamente, em grupos
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de camundongos KO imunizados e KO ndo imunizados para comparar o desenvolvimento da
infecgdo e a producdo de anti-o-Gal. Foi avaliada a carga parasitéria por PCR quantitativa em
6rgdos como baco e figado dos animais, e também ELISA para verificar a producdo de

anticorpos IgG anti-a-Gal.

Fluxograma 3: Delineamento da Fase 3.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. Metodologia utilizada na fase 1:

5.1.1. Obtencéo das formas promastigotas

No presente estudo foram utilizadas formas promastigotas das cepas de referéncia PH8,
Leishmania amazonensis (IFLA/BR/1967/PH8) e BH401 Leishmania infantum
(MCAN/BR/2002/BH401). Inicialmente os parasitos foram isolados de hamsters
(Mesocricetus auratus) com 2 meses infectados experimentalmente. Promastigotas de L.
amazonensis foram isoladas de lesdo no focinho e de L. infantum de fragmentos do baco, em
meio NNN (Novy, McNeal e Nicolle), com Schneider’s (Sigma Aldrich) completo,
suplementado com 2% de urina, 1 % de solucdo de vitaminas (BME Vitamins 100 X — Sigma
Aldrich), 1% de L-glutamina (200 mM), 10 % de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (Gibco®). As culturas foram mantidas em estufa biologica
BOD a temperatura de 23 °C £ 1 °C. Apds expansdo das culturas das células promastigotas,
estas foram criopreservadas em uma solugéo contendo meio Schneider’s (Sigma Aldrich), 10
% de Glicerol e 20 % de SFB, e depositadas no banco de cepas em nitrogénio liquido do
Laboratdrio de Fisiologia de Insetos Hematdfagos — LFIH, do Departamento de Parasitologia
da UFMG, sendo utilizadas em futuros experimentos deste projeto. Foi realizada a tipagem
dos parasitos para a confirmacdo dessas espécies por PCR/RFLP, conforme descrito por
Schonian et al. (2003).

5.1.2. Ensaio de imunofluorecéncia de promastigotas de L. amazonensis e L. infantum

Formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, em fase estacionéria (3 mL de
cultura contendo 2 X 107 de parasitos), foram centrifugadas a 2000 x g, por 10 min, a 4 °C,
lavadas trés vezes com 5 mL de tamp&o PBS, ressuspensas em 150 uL de paraformaldeido a 2
% em PBS, e foram mantidas a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida, 0s
parasitos foram lavados 5 vezes, ressuspensos em 1 mL de PBS 1 X e foram depositados 10
pL em cada pogo delimitado em I&mina de vidro durante 16 horas. As células fixadas foram
reidratadas com 50 puL de PBS 1 X e bloqueadas com 30 pL de 5 % de soro fetal bovino em
PBS por 90 minutos em camara Umida. Ap0s retirada da solucao de bloqueio, a marcacéo dos
terminais a-Gal foi feita com 2 pg/mL de Lectina MOA-FITC, que foi incubado por 90
minutos em cdmara umida. As laminas foram lavadas por 4 vezes com solucao de bloqueio e

o nacleo e o cinetoplasto dos parasitos foram corados com 1 pg/mL de DAPI (Life
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Technologies, Carlsbad, EUA) por 5 min a temperatura ambiente. Apos cinco lavagens com
PBS 1 X, as laminas foram montadas com o reagente Mowiol (Dabco, Sigma Aldrich a 2,3
%) e cobertas por uma laminula. Imagens foram obtidas com o microscépio de fluorescéncia
Nikon Eclipse Ti. Este ensaio foi realizado em colaboragdo com os Professores Ricardo
Gazinelli e Caroline Junqueira, no laboratorio de Imunopatologia do do Centro de Pesquisas
René Rachou-FIOCRUZ.

5.1.3. Citometria de fluxo

Formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, em fase estacionaria, foram
obtidas e centrifugadas a 2000 x g por 10 min a 4 °C, lavadas uma vez com tampé&o PBS 7,4
[NaCl 8 g; KCI 0,2 g; Na2HPO4 1,4 g; KH2PO4 0,2 g; H20 qsp 1L] e ressuspensas
novamente em PBS. Em seguida, os parasitos foram incubados com lectina MOA (Marasmius
oreades), marcada com isotiocianato de fluoresceina (FITC), com 100-200 pg/mL, por 10
minutos em estufa a 37 °C. Lectina MOA-FITC marca especificamente Galal,3Gal e
Galal,3GalP1,4GIcNAc na superficie dos parasitos. Apds a incubagdo, os parasitos foram
lavados duas vezes com PBS, e ressuspendidos em 200 pL de PBS, sendo finalmente
quantificados por Citometria de Fluxo. Os dados foram obtidos no citbmetro FACScan
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA). O experimento foi realizado em duplicata, e para
cada amostra foram adquiridos dados referentes a cinquenta mil eventos para realizacdo da
analise quantitativa. Os dados foram analisados no software FlowJo, versdo X.0.7 (Tree Star
Inc., Ashland, EUA). Nesta etapa foi realizada analise comparativa em histograma da
intensidade média de fluorescéncia (IMF) dos parasitos marcados. Foi utilizado como
controle, parasitos ndo marcados, como critério para delimitar a IMF. Este ensaio foi
realizado em colaboracdo com os Professores Ricardo Toshio Fujiwara e Daniella C.

Bartholomeu no Laboratério de Imunol Gendmica de Parasitos do ICB-UFMG.

5.1.4. Extracéo de proteinas totais

Os antigenos solveis totais foram preparados a partir de 1x108 formas promastigotas
obtidas, conforme descrito no item 5.1.1.. Os parasitos foram centrifugados a 2000 x g, por
10 min, e lavados duas vezes com tampéo PBS e ressuspensos em 3 mL de tampao de lise [20
mM Hepes, 10 mM KCI, 1,5 mM MgCI2, 250 mM sacarose, 1 mM DTT, 0,1 mM PMSF e
300 uL coquetel inibidor de protease (GE Healthcare, Piscataway, EUA) ], submetidos a 5

ciclos de congelamento (N2 liquido) e descongelamento (42 °C). Em seguida, 0s extratos
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foram submetidos a centrifugacdo a 8000 x g durante 20 min, a 4 °C. O sobrenadante foi

recolhido e armazenado a -70 °C (Fernandes et al. 2008).

5.1.5. Dosagem de proteinas

As amostras de proteinas foram dosadas pelo método colorimétrico do Acido
Bicinconinico (BCA), utilizando o kit “BCA Protein Assay Reagent” (Thermo Scientific,
Waltham, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.

5.1.6. ELISA para o epitopo a-Gal

Para identifica¢do do epitopo a-Gal nos extratos de proteinas totais de L. amazonensis e
L. infantum foram utilizados como anticorpos primarios lectina Mushroom Marasmius
oreades (MOA) biotinilado (EY Laboratories, USA), e também anticorpos 1gG anti-a-Gal
purificados.

Placas de ELISA (NUNC, Thermo Scientific, EUA) foram sensibilizadas com os
extratos de proteinas totais diluidos em tamp&o de carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9,5 na
concentragédo de 2,5ug/ul, 50 pL por pogo. Os antigenos QB-a-Gal e QB Glc foram usados
como controles positivo e negativo, respectivamente, na concentragdo de Sug/ul. A
sensibilizacdo das placas ocorreu por 16-18 horas, a 4° C. Em seguida foi realizado o bloqueio
com solugdo de BSA a 2 % (Sigma Aldrich), em PBS, pH 7,4, por 50 minutos, a 37°C. Ap0s
o0 blogueio, as placas foram vertidas para retirada do excesso da solucdo. As placas revestidas
com os antigenos foram sequencialmente incubadas com lectina MOA, e com anticorpos
purificados 1gG anti-a-Gal (dilui¢do 1:100) por 90 minutos, com anti 1IgG humano biotinilado
(diluicdo 1: 4000) e estreptavidina (diluicdo 1:300), por 30 minutos. Todos os passos de
incubacdo foram realizados a 37°C. As lavagens das placas foram realizadas 5 vezes apds
cada etapa de incubacdo com solucdo (PBS 1X, pH 7, 4 e 0,05 % de Tween 20) e, em seguida,
secas por inversdo em papel absorvente. A solucdo cromdgena utilizada foi obtida pela
solubilizacéo de tabletes contendo OPD (OPD Tablets, Sigma Aldrich), e foi feita a incubacéo
das placas por 30 minutos, no escuro, fazendo-se a interrupgédo da reacdo com o acréscimo de
solucdo de acido sulfarico a 4 N. Por fim, foi feita a leitura em espectrofotdmetro em 492 nm
(MultiskanGo™ ThermoScientific).

5.1.7. Tratamento com Green Coffee Beans a-Galactosidase
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Para verificar a especificidade da ligacdo foi realizado o0 tratamento pela enzima -
galactosidase - Green coffee beans (Sigma Aldrich). Foram adicionados 10 U/mL da enzima
(50 pL por well) e deixados a 28 °C por 10 horas. Apds a incubacdo, as placas foram lavadas
5 vezes com solucdo (PBS 1X, pH 7, 4 e 0,05 % de Tween 20), e os demais passos do ELISA

foram realizados conforme protocolo descrito no item anterior.

5.1.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

As amostras obtidas nos ensaios de extracdo de proteinas totais dos parasitos foram
submetidas a separacdo por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% [gel principal: Bis-
acrilamida 30 %, Tris 1,5 M, SDS 10 %, APS 10%, TEMED 0,1 %; gel stack: Bis-acrilamida
30%, Tris 0,5M, SDS 10%, APS 10%, TEMED 0,1%]. Foram adicionados as amostras o
tampdo de amostra (SDS 10 %, Tris-HCI 0,5 mM pH 6,8, azul de Bromofenol 1 %, 2-3-
mercaptoetanol 5 % e glicerol 10 %), e essas misturas foram pré-aquecidas durante 10
minutos para desnaturacdo das proteinas e, posteriormente, aplicadas no gel para separagdo
eletroforética. A eletroforese foi realizada utilizando tampéo de corrida (Tris-HCI 25 mM,
glicina 192 mM, SDS 0,1 % e pH 8,3) sob a voltagem de 70 V por 15 minutos e a 100 V até o
fim da corrida. Apds a corrida, os géis foram corados por incubacdo por 12-16 horas com a
solugdo de Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25 %, metanol 50 % e acido
acético 10 %) e, em seguida, descorados em solucdo etanol 30 % e acido acético 10 %,
segundo Neuhoff e cols. (2005).

5.1.9. Western Blot

O Western Blot foi realizado utilizando como antigenos os extratos brutos de L.
infantum e L. amazonensis, 1gG anti-a-Gal de humanos purificados como anticorpos
primarios e anti IgG humano biotinilado como anticorpo secundario. Como controle positivo
para o antigeno a-Gal foi utilizado extrato de carne de porco, que expressa grande quantidade
de epitopos a-Gal.

Para padronizacédo do ensaio foram avaliadas diferentes concentragdes dos antigenos (20
e 40 pg), diferentes diluicbes do anticorpo primario (1/50, 1/100, 1/200), e do anticorpo
secundario (1/3000, 1/2500, 1/2000), sendo que as melhores condi¢des obtidas foram: 20 ug
dos antigenos; anticorpo primario na diluicdo de 1/100, e anticorpo secundéario na dilui¢do de
1/3000.
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Foram confeccionados géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12 % e aplicados 20 ug
dos antigenos em cada canaleta. Esses géis correram a 70 volts por 15 minutos e a 100 volts
até o fim da corrida. Em seguida, foram transferidos para membran as de nitrocelulose, que
foram incubadas com tampé&o de bloqueio (BSA a 3 % em PBS) a 4 ° C, por 16-18 horas. Os
anticorpos primario e secundario foram diluidos no tampdao de bloqueio e foram incubados
com as membranas por 1 hora em temperatura ambiente, separadamente e em sequéncia.
Apo0s cada incubacdo, as membranas foram lavadas 3 vezes com solugdo de lavagem (PBS
1X, Tween 0,5 %) por 10 minutos. A revelacéo foi desenvolvida com substrato ECL (Thermo
Scientific) e suas imagens foram digitalizadas com um ImageScanner (Amersham
Biosciences).

As massas moleculares das bandas foram obtidas usando o software
(http://www.gelanalyzer.com) e padrdo de peso molecular BlueEye Prestained Marker (10-
245 KDa) (Jena Biosciensis).

5.1.10. Purificacéo de proteinas contendo a-Gal por cromatografia de afinidade

As amostras obtidas no ensaio de Extracdo de Proteinas totais foram aplicadas em uma
coluna de lectina - “Lectin Individual Gel Kit” (EY Laboratories, INC., San Mateo, CA). A
coluna foi previamente lavada duas vezes com PBS 1 X (Fosfato 0,01 M - NaCl 0,15 M, pH
7,2 - 7,4). A eluicdo foi realizada por meio da adicdo do tampdo PBS contendo 0.2 M
Galactose. Em seguida, as fragdes eluidas, contendo Gala.1,3Gal e Gala1,3GalB1,4GlcNAc,
foram dosadas conforme ensaio descrito no item 5.1.5. Todas as fragGes obtidas foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %, conforme metodologia
descrita no item 5.1.8. Também foi avaliada a presenca do epitopo a-Gal por ELISA
utilizando anti a-Gal purificado e lectina MOA como anticorpos primérios, e confirmada a
especificidade por Tratamento com Green Coffee Beans a-Galactosidase, conforme descrito
nos itens 5.1.6 e 5.1.7.

5.2. Metodologia utilizada na fase 2:

5.2.1. Animais

O trabalho foi submetido e aprovado pela comissdo de ética em uso animal (CEUA) da
UFMG (255/2013), sendo os animais mantidos e manipulados de acordo com 0s critérios

desse comité.
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Foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus, da linhagem isogénica
C57BL/6, sendo alguns knockout para o gene GGTAI, que codifica a enzima o-1,3
Galactosiltransferase, e outros selvagens para esse gene. Todos machos, com idade de 8
semanas, e peso variando entre 18 e 22 gramas. Os camundongos ndo passaram por qualquer
privacao alimentar ou hidrica, recebendo racdo comercial especifica para a espécie e agua ad
libitum, e foram mantidos em caixas de polipropileno forradas com marvalha e alocadas em
uma estante ventilada, localizada no biotério do Departamento de Parasitologia da UFMG.

Os animais usados nesse trabalho foram cedidos pelo Prof. Peter Cown, diretor do ST
Vincent Hospital, Melbourne Australia, e Prof. Kim Janda, Scripps Research Institute, La

Jolla, California.

5.2.2. Preparacéo dos inoculos

Para obtencdo das formas promastigotas de Leishmania das referidas espécies em fase
estacionéria de crescimento, a cultura foi expandida em meio Schneider’s (Sigma Aldrich),
suplementado com 2 % de urina, 1 % de solu¢do de vitaminas (BME Vitamins 100 X — Sigma
Aldrich), 1% de L-glutamina (200 mM), 10 % de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (Gibco®), a partir do descongelamento das formas
promastigotas anteriormente criopreservadas, sendo realizadas repiques semanais nesse meio.
A curva de crescimento foi feita para determinar a fase logaritmica e estacionaria de cada
cepa, sendo a contagem dos parasitos feita utilizando a cdmara de Neubauer.

Os indculos para infeccdo dos camundongos foram preparados utilizando parasitos de 22
passagem e em fase estacionaria, sendo a cultura lavada 3 vezes por 5 min a 3.000 g e
ressuspendidas em PBS 1 X (Tampéo Salina Fosfato) estéril com volume final necessario
para inocular 10 pL de L. amazonensis, e 200 puL de L. infantum por animal, em uma
concentragéo de 1x107 promastigotas.

Todos os animais foram infectados com a mesma quantidade de promastigotas (10 por
animal). Os grupos da via subcutinea tiveram indculos com volume final de 10 pL, e os da
via intraperitoneal com de 200 pL. No grupo ndo infectado utilizado como controle, inoculou-
se PBS 1 X estéril pelas duas vias, 10 pL pela via subcutdnea e 200 uL pela via

intraperitoneal.
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5.2.3.Grupos experimentais
5.2.3.1 Grupos wild type para a-1,3 galactosiltransferase (aGalT-WT)

Os camundongos que compdem esse grupo sao da linhagem C57BL/6 e sdo selvagens
para o gene que codifica a enzima a-1,3 galactosiltransferase (aGalT-WT). Sdo provenientes
do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG, e foram alocados em
grupos de acordo com a espécie de Leishmania utilizada na infec¢do, como mostra a tabela a

sequir.

5.2.3.2. Grupos Knockout para a-1,3 galactosiltransferase (aGalT-KO)

Os camundongos que compdem este grupo sdo da linhagem C57BL/6 e sdo knockout
para o gene GGTAL, que codifica a enzima a-1,3-galactosiltransferase (aGalT-KO) (Thall et
al., 1995; Milland et al., 2006). Foram gentilmente cedidos pelo o Prof. Dr. Peter Cowan,
diretor do Sant Vincent Hospital, Australia. Os animais foram alocados em grupos de acordo

com a espécie de Leishmania utilizada na infeccdo, como mostra a tabela a seguir.

Tabela 1: Composigéo dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 aGalT-WT e aGalT-KO

GRUPO VIA INOCULO
(n=3-5) (volume inoculado) (107 promastigota)
KO
IP/200 pL L. infantum
KO
SC/ 10 uL L. amazonensis
KO
IP/SC Solugao salina
WT IP/200 uL L. infantum
WT SC/ 10 uL L. amazonensis
WT IP/SC PBS1X
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5.2.3.3. Procedimentos de coleta de sangue e de 6rgaos

A coleta de amostras de sangue foi realizada apds administracéo, por via intraperitoneal,
de anestésico quetamina e xilazina dose de 30 mg/kg de peso. Foi feita pungdo por via
submandibular com auxilio de uma lanceta descartavel, e tubo eppendorf de 1,5mL sendo
coletados aproximadamente 200uL por vez. As amostras foram centrifugadas a 13000 rpm
para separacdo do soro, armazenadas a -20 °C e, posteriormente, foram utilizadas para a
detecgdo IgG anti-a-gal, pelo método de ELISA.

Baco e figado foram coletados durante o procedimento de necropsia dos animais apos
10 semanas de infeccdo. Em cada animal foi administrado quetamina e xilazina (30 mg/kg) e,
apos estarem completamente anestesiados, foi realizado o deslocamento cervical. Os 6rgaos
foram removidos de forma asséptica e foram devidamente identificados e armazenados a

-80 °C para posterior realizagéo do ensaio de PCR quantitativa.

5.2.3.4. Avaliacédo sorologica por ELISA

Amostras de sangue dos animais infectados e dos grupos controles foram coletadas e o
soro destes animais foi utilizado para dosagem de anticorpos IgG anti-a-Gal. A particula de
QB-aGal foi utilizada como antigeno na placa, e QB-Glucose foi usado como antigeno
controle. O anticorpo secundario empregado foi anti IgG de camundongo biotinilado. Os
soros dos animais experimentais foram utilizados nas diluicdes de 1/100, 1/200 e 1/400.
Como controles positivos e negativos, utilizamos, respectivamente, pool de soros de pacientes
chagésicos (altos titulos de anti- a-Gal) e pool de soros de camundongos WT nédo infectados.

Os procedimentos do ensaio foram os mesmos descritos anteriormente no item 5.1.6. da

fase 1, mudando apenas o antigeno e anticorpo utilizados.

5.2.3.5. Avaliagdo da carga parasitaria tecidual de L. amazonensis e L. infantum por
PCR quantitativa (QPCR)

Optamos por avaliar a carga parasitaria no baco e no figado dos animais, por serem 0s
Orgdos viscerais mais comumente acometidos nas leishmanioses. A carga parasitaria foi
avaliada pela técnica de PCR quantitativa. Estdo descritos a seguir os ensaios de extragdo de

DNA, os iniciadores utilizados e o desenvolvimento da qPCR.
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5.2.3.5.1.Extracdo de DNA

Foram utilizados os bacos e os figados dos animais experimentais obtidos durante a
necropsia. A coleta dos 6rgédos foi feita em cada animal separadamente, na capela de fluxo
laminar para garantir a auséncia de contaminacdo. Os 6rgdos foram coletados inteiros, e
armazenados a -80 ° C. Cada 6rgéo foi triturado e homogeneizado com auxilio de bisturi, e
em seguida pesado, obtendo-se fragmentos de aproximadamente 25 pg. Essas amostras foram
transferidas para tubos tipo eppendorf previamente identificados, e submetidas & extragdo de
DNA utilizando o kit “Genomic DNA from tissue” (Macherey-Nagel, Duren, Germany) de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Em todas as amostras, 0 DNA foi quantificado

em espectrofotdbmetro (NanoDrop ND 2000 Thermo Scientific).

5.2.3.5.2. Iniciadores utilizados na PCR-quantitativa

Para avaliar a carga parasitaria nos 6rgaos analisados foi utilizado um gene especifico
para Leishmania infantum (DNA polimerase a), que € um gene de cdpia Unica (Gene DB- Lin
J . 16.1640). O par de primers utilizados amplifica um fragmento de 90 pb (acesso no
GenBank: AF009147), conforme descrito por Bretagne e cols. (2001). O gene de camundongo
(B actina), que ¢ expresso de forma constitutiva, também foi utilizado como normalizador da
reacdo. As sequéncias de iniciadores forward e reverse, e tamanhos do amplicon referentes
aos genes avaliados para analise da expressao génica por PCR quantitativa estdo descritos na

tabela a seguir.

Tabela 2: Sequéncia de iniciadores forward e reverse, e tamanho do amplicon referente aos genes

avaliados na PCR quantitativa.

Gene Sequéncia de nucleotideos Tamanho do
5 -3) amplicon (pb)
DNA polimerase a
F TGT CGC TTG CAG ACC AGA TG 90
R GCATCG CAG GTGTGAGCAC
P actina
F TCATTG TAG AAG GTATGG TGC 104
R CAG AGA AAG AGA GGC ATCC
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5.2.3.5.3. PCR quantitativa

Para cada fragmento de tecido avaliado, a presenca de L. amazonensis e de L. infantum
foi verificada utilizando 1puL dos iniciadores forward e reverse de cada gene na concentragéo
de 2 uM, 5 pL de Sybr Green PCR Master Mix (PE Applied Biosystems, Foster City, EUA) e
4 puL de cDNA (5 ng/uL), com dagua Ultrapura (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil),
perfazendo um volume final de 10 puL de reagdo. O ensaio foi realizado em triplicata para
todos os genes, sendo as expressdes do gene constitutivo (B actina de camundongo) e do gene
especifico para Leishmania (DNA polimerase-a) avaliadas na mesma placa. Os valores de
baseline e threshold utilizados foram ajustados para 3 a 15 ciclos e 0,2, respectivamente. A
quantificacdo dos genes foi feita nas condigdes termociclagem de 95 °C por 10 minutos,
seguido de 40 ciclos de 60 °C por 1 minuto e 95 °C por 15 segundos, no equipamento ABI
PRISM 7500 (PE Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os dados foram expressos e
normalizados por meio da construgdo da curva padrdo, utilizando como calibrador amostras
de esplendcitos com valores conhecidos de L. infantum, e como controle enddgeno o gene
constitutivo de camundongo B actina. As curvas de dissociacdo dos iniciadores estdo
demonstradas no anexo 2 e demonstram a eficiéncia dos iniciadores na amplificacdo da

sequéncia de DNA analisada.

5.3. Metodologia utilizada na fase 3:

5.3.1. Imunizacdes

Para as imunizagoes, foram utilizados o epitopo a-Gal acoplado ao bacteriéfago Qp-
VLP (virus-like particles) denominado de Q-aGal. Utilizamos o virus acoplado a 540
particulas de a-Gal, preparado como mostrado na figura X que foram preparados como
descrito anteriormente (Hong et al. 2009; Strable & Finn 2009; Fiedler et al. 2010).
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Figura 6: Preparacio da nanoparticulas de a-Gal e de QB-Glicose acopladas ao VLP: As particulas foram
convertidas em seus derivados de alquino e foram ligadas ao bacteriéfago por um procedimento de dois passos
em que a proteina foi acilada primeiro em um éster N-hidroxissuccinimida terminal azida (NHS-azide) e, em

seguida, dirigida por cicloadigdo azida-alcino, catalisada por cobre (Strable e Finn, 2009).

Com o objetivo de avaliar primeiramente a producdo de anticorpos anti-a-Gal nos
camundongos Knockout para a-1,3 galactosiltransferase (aGalTKO), um grupo de animais
(n=13) aGalTKO recebeu duas doses de 10 pg de a-Gal ligado ao bacteriéfago QB-VLP,
denominado de QB-aGal, em 200 uL de PBS estéril, ¢ outro grupo recebeu QB-Glc, que foi

usada como particula controle. O mesmo ensaio foi realizado em grupos aGalT-WT.

A figura 7 mostra o protocolo de imunizagdes realizado. As doses foram aplicadas na
regido inferior do peritonio, sendo a 12 dose aplicada quinze dias antes da infeccdo, e a 22 oito
dias. Apos as imunizagOes, todos os grupos de animais foram testados para producdo de
anticorpos anti-o-Gal por ELISA. Com o intuito de avaliar se as imunizagdes conferiram

protecdo as infec¢Oes por L. amazonensis e por L. infantum, foram realizadas, também nessa
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fase, infeccbes experimentais em grupos de camundongos aGalT-KO imunizados e néo
imunizados.

10pg/dose de QB-aGal ou controle QB-Glc

C5786a 1,3- GalT-KO

@

1 dose 2 dose Reforgo Infecgdo PCR/ELISA
Soro/ELISA 10 ‘pds infecc
0 1 2 3 13
Tempo em semanas

Figura 7: Protocolo de vacinacio nos camundongos aGalT-KO: Os camundongos foram imunizados com 3
doses de 10 pg QB-aGal. Uma semana ap6s a Ultima imunizacéo foi realizado ELISA anti- o-Gal e todos os
grupos foram infectados com 107 de promastigotas de L. infantum (por via intraperitoneal) e L. amazonensis (por
via subcutanea). Apds 10 semanas de infeccdo foram coletados figado e baco para quantificar a carga parasitaria

por gPCR. Trés ou mais experimentos independentes foram realizados em grupos contendo 3 a 7 camundongos.

A composi¢do dos grupos experimentais de camundongos aGalT- KO imunizados esta
representada na tabela 3.
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Tabela 3: Composicao dos grupos experimentais de camundongos C57BL/6 aGalT-KO Imunizados e

aGalT-KO Nao imunizados.

GRUPO VIA INOCULO
(n=3-5) (volume inoculado) (107 promastigota)
KO
Imunizados IP/200 pL L. infantum
KO
Imunizados SC/ 10 uL L. amazonensis
KO
Imunizados IP/SC Solugao salina
KO
Nio imunizados IP/200 uL L. infantum
KO
Nio imunizados SC/ 10 uL L. amazonensis
KO
IP/SC PBS1X

Nao imunizados

5.3.2. Avaliagio da producio de anticorpos anti a-Gal, e avaliagdo da carga parasitaria

nos grupos experimentais da fase 3.

As avaliagdes sorologicas para verificar a produgao de anti IgG a-Gal e as avaliacdes da
carga parasitaria de L. amazonensis e L. infantum no bago e no figado dos grupos
experimentais utilizados nessa fase foram realizadas conforme metodologias descritas nos
itens 5.2.3.4 e 5.2.3.5 da fase 2 desse trabalho.
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5.4. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism 5.0 (Prism
Software, Irvine, CA, USA). Depois de demonstrada a normalidade dos dados usando o teste
de Kolmogorov-Smirnoff, foi realizada analise de variancia (ANOVA one-way) seguida de

pos-testes de Bonferroni para determinar as diferencas especificas entre 0s grupos.
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6. RESULTADOS
Apresentacdo dos resultados

Os dados obtidos nesse trabalho serdo apresentados na mesma sequéncia das
metodologias descritas. Serdo apresentados na Fase 1 o conjunto de dados gerados referentes
a identificacdo do epitopo a-Gal nas espécies de Leishmania amazonensis e L. infantum. A
presenca do epitopo a-Gal foi avaliada inicialmente nas formas promastigotas e, em seguida,
nos lisados totais desses parasitos, utilizando-se de diferentes técnicas.

Na Fase 2 serdo apresentados os resultados obtidos das avaliagcbes das infeccOes
experimentais realizadas em grupos de camundongos knockout (KO) e selvagens (WT) para a
a- galactosiltransferase por L. amazonensis e L. infantum, nas quais foram feitas avaliacfes da
producdo de anticorpos anti-a-Gal pelos animais infectados, e também avaliacdo da carga
parasitaria no baco e no figado dos animais infectados.

Por ultimo, devido a avaliacdo da carga parasitaria obtidas nos grupos de animais
knockout (KO) para a o-galactosiltransferase, esse projeto se prop6s a avaliar a possivel
protecdo conferida pela imunizagdo com Qp-o-Gal aos animais experimentais. Esses

resultados serdo apresentados na Fase 3.
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6.1. RESULTADOS OBTIDOS NA FASE 1

6.1.1. Identificacido do epitopo a-Gal nas formas promastigotas de L. amazonensis e

L. infantum.

6.1.1.1. Analise da presenca do epitopo a-Gal por microscopia

Foi utilizada lectina MOA-FITC para verificar a marcagao do terminal do epitopo a-Gal
em formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum. Observa-se que em L.
amazonensis ocorre maior fluorescéncia, como indicado pelas setas, podendo indicar
localizacdo do epitopo principalmente na membrana do parasito. Em L. infantum, a
reatividade é menor se comparada com a marcagdo observada nas formas promastigotas de L.

amazonensis (Figura 8).

Leishmania amazonensis Leishmania infantum

Figura 8: Ensaio de imunofluorescéncia do epitopo a- Gal nas formas promastigotas de L. amazonensis
(A) e L. infantum (B). Nas figuras estdo demonstradas marcacédo utilizando Marasmus oreades (MOA- FITC),
marcacdo de nucleo e regido do cinetoplasto (DAPI). Estdo sendo ilustradas fotomicroscopias com aumento de
100x (barra: Spm).

6.1.1.2. Analise da presenca do epitopo a-Gal por citometria de fluxo

Na figura 9 estdo representados os dados obtidos da marcacdo com lectina (MOA—
FITC), que se liga especificamente ao terminal a-Gal. A andlise dos dados obtidos no ensaio
de citometria de fluxo mostra que o percentual de células positivas para a-Gal foi maior na

populacdo de formas promastigotas de L. amazonensis em relacdo a populacdo de L. infantum.
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Figura 9: Analise da marcac¢do do a-Gal por citometria de fluxo em L. amazonensis (A), e L. infantum (B).
Na figura estdo representados anélise comparativa em histograma da intensidade média de fluorescéncia
(IMF) dos parasitos marcados com lectina MOA-FITC. Foi utilizado como controle parasitos ndo marcados
como critério para delimitar a IMF. Os dados foram obtidos no citdmetro FACScan (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, EUA).

6.1.2. Identifica¢ido do epitopo a-Gal nos lisados de L. amazonensis e L. infantum.

6.1.2.1. Analise da presenca do epitopo a-Gal por ELISA, e da especificidade da reagéo

com tratamento com a-Galactosidase.

Os dados obtidos no ELISA utilizando lectina MOA biotinilado para reatividade com o
epitopo e anti-a-Gal identificaram a presenca do epitopo a-Gal nas formas promastigotas de
L. amazonensis e L. infantum. Foi observada alta reatividade com a lectina e com o anticorpo
primério anti-a-Gal, sendo mais acentuada nos ensaios com L. amazonensis do que com L.
infantum (Figura 10A). Esses resultados corroboram a marcagdo por citometria de fluxo e
imagens de microscopia. A especificidade da ligagdo foi verificada com tratamento pela a-
galactosidase e mostrou resultados coerentes, indicando a auséncia de ligacdes inespecificas,

como pode ser visto na figura 10B.
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Figura 10: Identificagdo do epitopo a-Gal por ELISA em formas promastigotas de L. amazonensis e L.
infantum. ELISA utilizando extratos proteicos de formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum,
IgG anti a-Gal, e lectina MOA biotinilado como anticorpos primérios (A). Foi realizado tratamento over
night com a- galactosidase. (B). Foram usados como controles positivo e negativo QB a-Gal e Qp Glicose,

respectivamente, e a leitura foi feita 492nm O.D. Todos os ensaios foram feitos em triplicata.

6.1.2.2. Analise da presenca do epitopo a-Gal por Western Blot

O ensaio de Western Blot utilizando anti-a-Gal como anticorpo primario mostrou
reatividade em bandas de proteinas de peso molecular variando entre 25-116 kDa. O extrato
de carne de corpo usado como controle positivo nesse ensaio, também mostra bandas reativas
com peso molecular entre 45-116 kDa indicando que podem ser bandas caracteristicas do
epitopo a-Gal. Foi possivel observar maior quantidade de bandas reativas nos extratos de L.
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amazonensis em relacdo ao extrato de L. infantum, corroborando os resultados obtidos nos

ensaios anteriores (Figura 11).

(SDS/PAGE) KDa (Western blot)
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Figura 11: Analise da presenca do epitopo a- Gal por Western Blot em extratos proteicos de formas

promastigotas: 1) Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%: (A) Padrdo de peso molecular, (B) L. amazonensis,
e (C) L. infantum. 2) Membrana de Western Blot: (D) Padréo de peso molecular (E) Controle positivo (extrato de

carne de porco) (F) L. amazonensis (G) L. infantum.

6.1.2.3. Analise do extrato de L. amazonensis e L. infantum apds purificacdo em coluna
de lectina

As amostras obtidas no ensaio de extracdo de proteinas totais das formas promastigotas
de L. amazonensis e L. infantum foram purificadas em coluna de lectina (EY Laboratories,
UK), em seguida foram analisadas em gel de poliacrilamida, e também foi realizado ELISA

para detecgdo do epitopo a-Gal. Os resultados dessas analises estdo apresentados a seguir.

6.1.2.4. Perfil de bandas das proteinas apos purificacdo em coluna de Lectina (MOA)

Observa-se na figura 12 um padrdo similar de bandas entre o controle (QB-VLP virus
contendo 540 moléculas de a-Gal ligadas) e as amostras das fracOes ligadas a lectina. As
fracOes obtidas de L. amazonensis parecem conter bandas mais evidentes, podendo apresentar
maior quantidade do epitopo a-Gal do que as fracbes de L. infantum, corroborando com os

resultados descritos nos itens anteriores.
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Figura 12: Gel de poliacrilamida a 12 %, corado por Coomassie, das fracdes obtidas apés purificagdo em
coluna Lectina (MOA). (A) Padrédo de peso molecular, (B, C) Eluido e eluente de L. amazonensis (D, E) Eluido

e eluente de L. infantum. (F) QB-VLP virus contendo 540 moléculas do epitopo a-Gal ligadas (controle

positivo).

6.1.2.5. Analise da presenca de a-Gal nos extratos purificados em coluna de Lectina

(MOA) por ELISA

Os resultados obtidos no ELISA usando lectina MOA biotinilada que se liga

especificamente ao epitopo a-Gal estdo representados nos graficos da figura 13. Pode ser

observado no grafico A maior reatividade nos ensaios realizados com os extratos de L.

amazonensis do que com L. infantum. Foi possivel confirmar a especificidade da reagdo com

tratamento com a- galactosidase, como pode ser visto no gréfico B.
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Figura 13: Identificacido do epitopo a-Gal em fragdes purificadas de L. amazonensis e L. infantum por
ELISA: Foram analisados os extratos proteicos de L. amazonensis e de L. infantum (LTB), as fra¢Ges ligadas a
lectina (FL), e as fragdes ndo ligadas (FNL). O grafico A mostra os resultados do ELISA com Lectina MOA e o

gréafico B os resultados apds tratamento com a- galactosidase, e a leitura foi feita a 492nm O.D. Todos 0s ensaios

foram feitos em triplicatas.
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6.2. RESULTADOS OBTIDOS NA FASE 2

6.2.1. Avaliacdo da producéo de anti-a-Gal nos grupos experimentais de camundongos
C57BL/6 Knockout (aGalT-KO) e wild type (aGalT-WT) para a-galactosiltransferase,

infectados por L. amazonensis e por L. infantum.

Na fase 1 deste trabalho foi identificada a presenga do epitopo a-Gal nas espécies de L.
amazonensis e L. infantum. Para avaliar a producdo de anticorpos contra esse epitopo,
inicialmente foram realizadas infec¢fes experimentais por essas espécies em grupos de
camundongos knockout para a enzima a-galactosiltransferase (aGalT-KO). Esses
camundongos, por ndo expressarem 0 epitopo a-Gal em suas células, sdo capazes de
produzirem anticorpos IgG anti-a-Gal. Mesmo procedimento foi realizado em grupos de
camundongos wild type (aGalT-WT).

A figuras 14 apresenta, em formato de graficos de barras com desvio padrdo, 0s
resultados dos ensaios realizados, para avaliar a producéo de anticorpos 1gG anti- a-Gal, pelos
animais dos grupos experimentais em diferentes tempos. Foram utilizados como grupos
controle animais ndo infectados.

Nos grupos de camundongos aGalT-KO infectados com L. amazonensis e L. infantum
pode ser verificado um aumento significativo de IgG anti-a-Gal em relacdo ao grupo nao
infectado, ndo havendo diferenca entre os tempos analisados. Verifica-se também maior
reatividade nos grupos infectados com L. amazonensis, corroborando os dados obtidos na fase
1 desse trabalho, que indica presenca mais acentuada do epitopo a-Gal em L. amazonensis
(Figura 14A).

Os grupos de camundongos aGalT-WT infectados por L. amazonensis e por L. infantum
ndo apresentaram titulos de IgG anti-a-Gal significativos em rela¢do ao grupo de animais ndo
infectados, confirmando que, por expressarem o epitopo a-Gal em suas células, esses animais

ndo produzem anticorpos anti a-Gal. (Figura 14B)
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Figura 14: Deteccio de IgG anti a-Gal nos soros dos camundongos dos grupos Knockout para a-
galactosiltransferase (aGalT-KO) (A) e grupos wild type (aGalT- WT) (B): ELISA realizado com pool de
soros dos grupos infectados com L. amazonensis, com L. infantum, e o do grupo néo infectado. Os soros foram
coletados 7, 14 e 21 dias ap6s a infec¢do. As diferencas estatisticamente significativas estdo representadas por
*(P<0.001).

6.2.2. Avaliacdo da carga parasitaria no baco e no figado dos animais dos grupos
experimentais de camundongos C57BL/6 Knockout (aGalT-KO) e wild type (aGalT-WT)

para a-galactosiltransferase, infectados por L. amazonensis e L. infantum.

A carga parasitaria no baco e no figado dos camundongos dos grupos experimentais
aGalT-KO e aGalT-WT foi determinada pela técnica de PCR quantitativa (QPCR). Os
reultados obtidos mostraram diferenca entre os grupos (Figura 15). Podemos observar que nos
animais pertencentes ao grupo aGalT-KO, quando foi encontrado o DNA do parasito, a carga

parasitaria foi menor do que nos animais do grupo aGalT-WT. Vale ressaltar, também, a
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presenca de L. amazonensis no figado e no baco
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Figura 15: Avaliacdo da carga parasitaria no figado e no baco dos animais dos grupos experimentais de
camundongos C57BL/6 Knockout (aGalT-KO) e wild type (aGalT-WT) para a-galactosiltransferase,
infectados por L. amazonensis (A) e por L. infantum (B): a carga parasitaria foi determinada pela técnica de

PCR quantitativa.
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6.3. RESULTADOS OBTIDOS NA FASE 3

Os resultados obtidos na fase 2 desse trabalho nos mostrou que nos grupos aGalT-KO
ocorreu uma pequena protecdo a infeccdo pelas espécies de Leishmania estudadas, quando
comparados com os grupos aGalT-WT. Essa observacdo nos encorajou a avaliar se os
animais, quando estimulados com o epitopo a-Gal, produziriam maior quantidade de
anticorpo IgG anti- Gal, e se ocorreria protecdo desses animais frente a infeccGes por L.

amazonensis e L. infantum. Os resultados obtidos nessa fase estdo apresentados a seguir.

6.3.1. Avaliacdo da producdo de IgG anti-a-Gal por camundongos imunizados com

particulas de Qp-o-Gal

Com objetivo de avaliar a competéncia dos camundongos aGalT-KO em produzirem
anticorpos IgG contra o epitopo a-Gal, foram realizadas imunizagdes com a-Gal ligado ao
bacteriofago QB-VLP, e o grupo controle foi imunizado com o QP-glucose. As mesmas
imunizacGes foram realizadas também com grupos aGalT-WT. Apo6s as imunizagdes, foram
realizados ELISA para andlise da producdo de anti o-Gal e os resultados obtidos estéo
representados na figura 16. Os titulos de anticorpos foram muito mais elevados no grupo
aGalT-KO imunizado do que no grupo aGalT-WT imunizado, e também maior do que o

grupo usado como controle negativo (Figura 16).
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Figura 16: Deteccio de IgG anti a-Gal por ELISA nos soros dos camundongos imunizados: producéo de
anticorpos anti a-Gal pelos grupos imunizados aGalT-KO e aGalT-WT ao antigeno Q- aGal (A); ao antigeno
QB- aGlicose (B); produgdo de anticorpos anti a-Gal pelos grupos ndo imunizados aGalT-KO e aGalT-WT
antigeno QB- aGal (C); ao antigeno Qp- glicose (D).

6.3.2. Avaliacdo da carga parasitaria no baco e figado dos grupos de camundongos
C57BL/6 Knockout para e-galactosiltransferase imunizados (aGalT-KOI) e néo

imunizados com a-Gal (aGalT-KO), infectados por L. amazonensis e L. infantum.

Com o objetivo de avaliar se as imuniza¢es conferiram protecdo as infecgdes por L.
amazonensis e por L. infantum, a carga parasitaria foi avaliada nos grupos imunizados e ndo
imunizados. A figura 17 mostra que houve maior protecdo nos grupos imunizados. Observou-
se, em relacdo a infecdo por L. amazonensis, que ndo foi encontrado parasitismo no figado e
nem no baco dos animais imunizados, indicando que nao ocorreu visceralizacdo das espécies,
como nos grupos KO ndo imunizados. Em relacdo a infeccdo por L. infantum, apenas um
animal imunizado apresentou parasitismo no figado, numa carga inferior em relacdo aos

animais ndo imunizados, e nenhum animal imunizado apresentou parasitismo no baco.
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Figura 17: Avaliacdo da carga parasitaria no figado e bago dos animais dos grupos aGalT-KO imunizados
com o-Gal e ndo imunizados, infectados por L. amazonensis (A), e por L. infantum (B): a carga parasitaria
foi determinada pela técnica de PCR quantitativa. (* p <0,05). Trés ou mais experimentos independentes foram
realizados nos grupos contendo 3 a 7 camundongos.
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7. DISCUSSAO

As leishmanioses ainda representam um grave problema de saude publica, sendo
consideradas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como uma das principais doencas
parasitarias, afetando cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo. Cerca de 350 milhdes
de pessoas tém risco de desenvolver uma das muitas formas da doenca (WHO 2016). No
Brasil, a forma visceral é causada por Leishmania infantum e grande parte do nimero de
casos das formas tegumentares esta associada a L. amazonensis (Ministério da Satde 2016).

O tratamento é baseado em quimioterapia, que utiliza drogas com limitacdes graves,
como alto custo, toxicidade, e falta de eficacia em areas endémicas. A producdo de uma
vacina segura, eficaz e acessivel a populacdo continua sendo a principal esperanca para o
controle de todas as formas da doenga (Lukasz 2010).

Sabe-se que a interacdo parasito/hospedeiro é bastante complexa e que a superficie do
parasito desempenha um papel importante, pois esta exposta a diferentes ambientes nos
hospedeiros invertebrado e vertebrado. Nesse contexto, muitos estudos tém focado na
caracterizacdo de moléculas do parasito que fazem parte dessa interface parasito/hospedeiro
(Descoteaux & Turco 1999; llgoutz & McConville 2001).

Dentre as moléculas de superficie descritas em Leishmania spp, 0s glicoconjugados
assumem papel de destaque, sendo considerados como principais: lipofosfoglicano (LPG),
proteinas ancoradas em glicosilfosfatidinositol (GPI), glicoinositolfosfolipideos (GIPLS) e
proteofosfoglicanos (PPG). Esses glicoconjugados sdo parte do glicocédlice da forma
promastigota e s@o considerados como importantes fatores de viruléncia, contribuindo para
uma infeccdo bem-sucedida (Descoteaux &Turco 1999). Apds a picada do flebotomineo, as
formas promastigotas de Leishmania spp interagem principalmente com células fagociticas, e
essa interacdo é um passo importante para a fixacdo e a invasdo das células hospedeiras. Os
glicoconjugados presentes na superficie do parasito podem contribuir para a viruléncia de
espécies de Leishmania, mediando a adesdo a célula hospedeira (Desjardins & Descoteaux
1997). Nos ultimos anos, grandes avancos foram alcancados na compreensdo da biologia das
especies do género Leishmania, entretanto muitas perguntas sobre o mecanismo molecular de
viruléncia continuam sem resposta.

O carboidrato com estrutura Galal,3Galp1,4GIcNAcR, denominado o-Gal, esta
presente em glicoconjugados de mamiferos ndo primatas, prosimios e macacos do Velho
Mundo. Esse epitopo estimula a producdo de anticorpo anti a-Gal em humanos, que s&o
considerados tolerantes (Galili et al. 1987a; 1988 e 2013; Macher & Galili 2008).

Recentemente, niveis elevados desses anticorpos foram detectados em pacientes curados com
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leishmaniose cutanea causada por L. major e L. tropica (Al-Salem 2014). Esses achados nos
instigaram a levantar a hipotese de que esse epitopo estaria presente na superficie de
Leishmania spp. e que os anticorpos anti a-Gal poderiam, de certa forma, participar do
desenvolvimento da doenca.

Nessa perspectiva, nesse trabalho, nos identificamos a presenga do epitopo a-Gal em
formas promastigotas de Leishmania amazonensis e L. infantum. N&s identificamos
primeiramente o epitopo nas células, por meio da ligacdo da lectina MOA (Marasmius
oreades) FITC (Fluorescein Isothiocyanate), por citometria de fluxo e imunofluorescéncia.
Em seguida, identificamos também nos lisados totais de proteinas, utilizando as técnicas de
Western Blot e ELISA com anticorpo primério anti-o-Gal. Utilizando diferentes técnicas nos
conseguimos verificar que, em L. amazonensis, 0 epitopo é expresso de forma mais
significativa do que em L. infantum.

A localizagdo do epitopo o-Gal em alguns parasitos tem sido estudada. Em
Trypanosoma cruzi, 0 epitopo € expresso principalmente em moléculas de superficie do tipo
mucina (Almeida et al. 1994). Estudando a Maléria, os autores identificaram o epitopo na
superficie do Plasmodium spp, e sugeriram que o o-Gal estd em proteinas de superficie
ancoradas por GPI (Yilmaz et al. 2014). Em relacéo as espécies de Leishmania, estudando a
resposta humoral em pacientes infectados com L. major, 0s autores associaram a producéo de
anticorpos anti o-Gal aos terminais de a-Gal presentes em glicoinositolfosfolipideos (GILPS)
(Avila et al. 1991). Por exemplo, ja foi descrito que a espécie L. major apresenta os GILPs do
tipo 2 e 3, que contém residuos de Galal-3Galff- e Galal-6Galal-3Galff}, respectivamente
(McConville et al. 1990). No entanto, é intrigante que, embora tenha sido relatado altos niveis
de anticorpos anti a-Gal em pacientes com L. tropica, essa espécie expressa apenas GILPs do
tipo 1, que ndo contém residuos de a-Gal (McConville et al. 1995). Estudando a estrutura dos
GILPs em L. braziliensis e L. infantum, os autores sugeriram que essas espécies apresentam
0s GILPs do tipo 2 e 1, respectivamente (Assis et al. 2012). Dessa forma, considerando o
polimorfismo estrutural interespecifico apresentado pelos GILPs de Leishmania, outros
estudos sdo necessarios para identificar a localizagdo do epitopo a-Gal nas especies L.
amazonensis e L. infantum.

Ja € bem estabelecido que na leishmaniose visceral, causada por L. infantum, os
parasitos sdo capazes de escapar ao sistema imune do hospedeiro e atingir 0rgaos internos
como figado e bago. Por outro lado, na leishmaniose cutdnea ou mucocutanea causada por L.
amazonensis, 0s parasitos causam lesdes e se multiplicam intensamente no local da infecgéo.

Assim, é possivel especular que, embora numerosos mecanismos estejam relacionados com a
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viruléncia das espécies de Leishmania, o epitopo a-Gal pode estar envolvido nesse processo
de visceralizag8o da espécie.

Os modelos experimentais usados para o estudo da leishmaniose sdo mamiferos que,
diferentemente dos humanos, expressam o epitopo a-Gal em seus tecidos, sendo, portanto,
tolerantes a producdo de anticorpos a-Gal. Foram relatados casos de visceralizacdo de
espécies associadas a forma tegumentar, como L. amazonensis, L. braziliensis, L. tropica e L.
major em animais experimentais, tais como camundongos e hamsters, que ndo mimetizam a
condi¢cdo humana na producao de anticorpos anti a-Gal (Almeida et al. 1996; Abreu-Silva et
al. 2004; Soliman 2006; Mahmoudzadeh-Niknam et al. 2007; Kobets et al. 2012; Gomes-
Silva et al. 2013; Ribeiro-Roméo et al. 2014). Um Unico estudo relatou a visceralizacdo de L.
amazonensis em humanos (Barral et al. 1991), e esse resultado pode ser atribuido a uma
possivel variacdo genética do parasito e também a outros fatores, tais como a resposta imune e
caracteristicas do individuo (Soliman 2006). Assim, verificamos que os resultados obtidos em
animais experimentais rotineiramente utilizados para o estudo da leishmaniose ndo sdo
consistentes, 0 que pode ser atribuido ao fato desses animais ndo se assemelharem aos
humanos no contexto da producéo de anticorpos anti a-Gal.

De fato, nossos resultados referentes a infeccdo experimental utilizando modelos de
camundongos C57BL/6 selvagens para o gene que codifica a enzima o-Galactosiltransferase
(0-GalT- WT) apresentaram diferencas na progressdao da doenca em relacdo aos animais
knockout (0-GalT-KO). Nos observamos que os animais a-GalT-KO, além de produzirem
niveis mais elevados de anticorpos anti a-Gal, também apresentaram carga parasitéria
reduzida no bacgo e no figado em relacdo aos animais a-GalT-WT. Nossa hipétese é que o
aumento dos niveis de anticorpos anti a-Gal confere certa protecéo a infeccéo.

Com o intuito de explorar melhor a participagdo dos anticorpos anti a-Gal na protecéo
das formas clinicas de leishmaniose causadas por L. amazonensis e L. infantum, na terceira
etapa desse trabalho, n6s realizamos imunizagdes com o epitopo a-Gal acoplado ao QP “Virus
Like Particle” (QpB-a-Gal) para verificar se 0s niveis de anticorpos anti-a-Gal mais elevados
poderiam proteger esses camundongos da infecg¢do por Leishmania.

Diferentes protocolos de imunizagdo ja foram utilizados em outros estudos para
estimular a produgdo de anticorpos anti-a-Gal em animais a-GalT-KO (Wigglesworth et al.
2011; Galili 2011; Araujo et al. 2016). No protocolo utilizado nesse trabalho, nés imunizamos
camundongos a-GalT-KO e também a-GalT-WT e, apos verificarmos o aumento dos niveis
de anticorpos anti-a-Gal apenas nos animais a-GalT-KO, noés infectamos esse grupo
imunizado. Nossos resultados demonstraram protecdo contra a infec¢do por L. amazonensis e

por L. infantum. Ao avaliarmos a carga parasitaria no figado e baco dos animais imunizados e
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infectados, nos verificamos diferencas significativas quando comparamos com 0s grupos de
animais nédo vacinados.

Estudos recentes demonstraram que anticorpos anti-a-Gal podem proteger contra a
infeccdo experimental da Malaria (Yilmaz et al. 2014) e tratamento de queimaduras (Galili et
al. 2010b). Também foi observada melhoria na imunogenicidade para vacinas de HIV (Abdel-
Motal et al. 2010), acdo litica em Trypanosoma cruzi (Towbin H et al. 1987; Gazzinelli et al.
1991), e até mesmo utilizacdo em tratamento de cancer (LaTemple et al. 1999).

Vaérias funcbes ja foram associadas aos glicoconjugados presentes na superficie de
Leishmania spp., principalmente funcdes relacionadas a evasdo do parasito do sistema imune.
Neste trabalho encontramos evidéncias suficientes para levantar a hipdtese de que o epitopo
a-Gal, identificado na superficie das espécies de L. amazonensis e L. infantum, que podem
causar a leishmaniose cutanea e visceral, pode contribuir para uma infec¢do bem-sucedida nos
hospedeiros. O mecanismo de agdo do epitopo a-Gal, assim como a participacdo de
anticorpos a-Gal nas infecBes causadas por essas espécies de Leishmania, precisa de ser
explorado, podendo ser alvo para o desenvolvimento de uma nova vacina contra L.

amazonensis e L. infantum.
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8. CONCLUSOES

e O epitopo a-Gal esta presente nas formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum,
mostrando maior reatividade em L. amazonensis.

e A producdo de anticorpos IgG anti-a-Gal € mais acentuada em camundongos C57BL/6
Knockout para a-galactosiltransferase (aGalT-KO) infectados por L. amazonensis, e L.
infantum em diferentes tempos de infeccao, em relacdo aos camundongos C57BL/6 selvagens
(aGalT-WT).

e Os camundongos aGalT-KO imunizados com epitopo a-Gal acoplado ao “Virus Like
Particle” QB (Qp-a-Gal) apresentam aumento significativo na produgdo de anticorpos em
relacdo aos camundongos ndo imunizados.

e Ocorre protecédo contra as infecgcdes por L. amazonensis e L. infantum nos camundongos
aGalT-KO imunizados com Qp-a-Gal.
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9. PRODUCAO CIENTIFICA
9.1. Manuscrito em preparacao

e Os resultados obtidos neste trabalho estéo apresentados no artigo a seguir.

a-Gal carbohydrate coupled to VLP nanoparticles as vaccine in Leishmania infantum

and Leishmania amazonensis infection

Ana P. Venuto Moura?®®, Luiza C. B. Santos?, Carlos R. Nascimento?, Edward Valencia?, Adalberto A.
P. Filho?, Luiza A. de Figueiredo, Rayane C. S. Lucas, Caroline Junqueira’, Ricardo T. Gazzinelli®?,
Mauricio R. V. Sant'/Anna?, Nelder F. Gontijo?, Daniella C. Bartholomeu?, Ricardo T. Fujiwara?, Craig
S. McKay®™, Carlos A. Sanhueza®, M.G. Finn®, Alexandre Ferreira Marques®".
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Supporting Information

Abstract

Carbohydrates have been pointed as essential for virulence and viability for Leishmania parasites. Secreted or on the
parasite surface, Glycoconjugates may contribute for Leishmania survival and efficiently proliferate after immune
system evasion. Here in this work we identified the carbohydrate epitope a-Gal on surface of the protozoa parasites
Leishmania infantum and Leishmania amazonensis, responsible to cause visceral and cutaneous leishmaniasis
respectively. We explored the epitope a-Gal coupled to nanoparticles virus like particles bacteriophage Qf, named Q-
a-Gal as vaccine in experimental leishmaniasis employing C57/BL6 a-Galactosyltransferase knockout mouse model,
that is similar to human in producing anti-a-Gal antibody. The o-gal epitope was identified in higher proportion on
surface of L. amazonensis if compared with L. infantum. Infected C57/BL6 a-Galactosyltransferase mice with 107
Leishmania parasites of both species, decreased significantly the load parasites in the liver, and slightly in the spleen,
compared with infection in Wild type mice. Also, we vaccinated these mice with QB-a-Gal nanoparticles, and
vaccinated mice group efficiently controlled the infection and proliferation of Leishmania parasites in the liver and
spleen, where no parasites were detected by gPCR.
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Leishmaniasis, considered endemic in more than 88
countries and a major health problem to humans, is a
vector-borne disease diffused by sand flies, which
inoculate the parasite into the skin of the host. After
escape from immune system, Leishmania species may
appear as many clinical  manifestations®?2,
Leishmaniasis conditions depend on aspects that may
drive to varied of lesions, alike the species originating
the infection, the crossing point between parasites and
the mammalian host, host genetics and the immune
system integrity®. In the Mediterranean and South
American countries, Leishmania amazonensis that
belongs to Leishmania Mexicana complex is the
etiological agent of the cutaneous leishmaniasis (CL).
The symptoms of the disease remain localized to the
skin or mucosal surfaces. And, Leishmania infantum is
the causative agent of visceral leishmaniasis®. In this
case, parasites spread to internal organs for instance
liver, spleen and bone marrow, having high mortality
when not treated®®.

The mainly glycoconjugates  described on
Leishmania  parasites so far comprise of
lypophosphoglycan (LPG),
glycosylphosphatidylinositol-anchored proteins (GPI),
glycosylphosphatidylinositol  lipids (GIPLs) and
proteophosphoglycans (PPGs). These glycoproteins on
the parasite surface are part of glycocalyx of the
promastigotes infective form, playing an important
role in the parasite infectivity and sand fly interaction,
contributing for the parasite to succeed with the
infection” 8. After transmission by blood-sucking sand
fly, genus Lutzomyia (in the New World),
promastigote Leishmania parasites interact primarily
with phagocytic cells, and this interaction is an
important step for attachment and invasion of the host
cells. Carbohydrates present on the parasite surface
may efficiently contribute for the virulence of
Leishmania species, mediating the cell host adhesion®.
Even known the variety of these molecules in
Leishmania, the molecular mechanism of virulence of
this parasitic disease is poorly understood.

Recently, high levels of anti-a-Gal antibodies were
detected in cured patients with cutaneous
leishmaniasis’®. This found rise the hypothesis about
the presence of the o-Gal epitope on the parasite
surface. The presence of this epitope on the parasite
may stimulate the anti-a-Gal antibody production
beyond the anti-a-Gal antibody produced normally by
the non-infected patient. In this work we identified the
carbohydrate o-Gal on the promastigote form of
Leishmania amazonensis and Leishmania infantum,
species that cause cutaneous and visceral
leishmaniasis respectively. Also, we exploited the
presence of this a-Gal epitope in Leishmania species
above and the possible role in this epitope driving the
infection and protection in experimental mouse model.
For that, we introduce a new mouse model for
leishmaniasis, the o-Galactosyltransferase knockout
mouse (aGalT-KO), which may produce high anti-a-
Gal antibodies titers with previous immunization'?, As
antigen, we employed the trisaccharide Galal-3Galf1-
4GIcNAC-R linked to the bacteriophage QB-VLP (Qp-
a-Gal to stimulate aGalT-KO mouse to produce anti-
a-Gal antibodies.

For experimental leishmaniasis studies, animal
models can be used to evaluate drug candidates,
pathology, and immune response post-infection or
vaccine protocols. The animal models are highly
diverse, but due the presence of anti-a-Gal antibodies
in human, that may interfere in the Leishmania
infection, most of mice models, that are tolerant to
anti-a-Gal antibody production, may are missing
important information about the host defense related
with  Th2 immune response and host-parasite
interaction. Based on that, in this work we employed,
the aGalactosyltransferase Knockout mouse model
(0GalT-KO) for experimental leishmaniasis. This
mouse model can closer mimics the human immune
system for anti-a-Gal antibody production, and this
may be a new tool for the future of vaccine studies in
Leishmania infection.

We investigated the presence of the a-Gal epitope
on promastigote forms of L. infantum
(MCAN/BR/2002/BH401) and L. amazonensis species
(IFLA/BR/1967/PH8). To perform the experiment we
used Marasmius oreades lectin (MOA), which
strongly react with carbohydrates Galal,3Gal (but not
for the isomeric al,2-al,4- and ol,6-disaccharides);
Galal,3Galp1,4GlcNAc; and the type B branched
trisaccharide'® 4, Promastigote Cells (108/mL) of L.
infantum and L. amazonensis were labeled with 100-
200 mg/mL of Marasmius oreades agglutinin (MOA-
FITC). DAPI was used for nucleus staining and cells
were taking to fluorescence microscopy?®. Lectin-
FITC Labelled and control cells also were quantified
in the Flow cytometry for o-Gal epitope
identification'® (more details about the procedures can
be found at the supporting information). After
incubate the promastigote cells with MOA-FITC and
take the samples to the microscopy, we observed
stronger reactivity on the cell surface of L.
amazonensis, figure 1A compared with L. infantum,
figure 1B, as pointed by the arrows. To corroborate
with this experiment, we labeled promastigote cells
using MOA-FITC for flow cytometry fluorescence
measurement, performing the refereed protocol®®. In
the fluorescence lectin binding profile, we found
distinct detected peaks, where L. amazonensis in
figure 1C, clearly denotes higher lectin reactivity,
comparing with L. infantum, showed in figure 1D.
Competing sugar, 0.2M of galactose, was added in the
control cells, decreasing the reactivity of the lectin,
showed in the control peak. In a third experiment, we
run an Elisa-Linked Lectin Assay'’, using L.
amazonensis and L. infantum lysates for a-Gal
identification. Leishmania Lysates were plated and
incubated either with MOA-biotinylated and purified
anti-a-Gal antibody for a-Gal binding. We observed
higher reactivity in the presence of the L. amazonensis
than L. infantum lysates, either using Lectin MOA-
Biotin or anti-a-Gal purified antibody, as showed in
the figure 1E. The binding to the a-Gal specificity
was tested by previous incubation with the green
coffee beans aGalactosidase enzyme, removing the
terminal galactose. After incubation overnight at 26
°C, the reactivity was reduced greater than 90%,
showed in the figure 1F. These results bring strong
evidences that L. infantum express lower amount of a-
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Gal epitope on its surface, if compared with L.
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Figure 1. aGal epitope identification. A,B) Leishmania amazonensis and L. infantum promastigote cells were treated with
2% of paraformaldehyde after wash, cells were blocked with 5% BSA. Cells were labeled with 3pg/mL of Marasmus oreades
agglutinin (MOA-FITC). DAPI was used for nucleus staining and cells were taking to fluorescence microscopy. C,D) In this
experiment cells were labeled using the protocol above and the fluorescence intensity was measured in the flow cytometry
FACScan (Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA). E) 2ug/mL of biotinylated Marasmus oreades agglutinin (MOA-Biotin)
and 3pg/mL of anti-aGal antibody were used to identify the aGal epitope present in the Leishmania amazonensis and L.
infantum species. ELISA was performed using 10pg/mL of leishmania extracts as antigen. For controls, 2u/mL of aGal
epitope linked to Qp virus like particle (QB-a-Gal, + control) and 2ug/mL glucose linked to the QB-VLP (Qp-glc,-control)
were used; F) For specificity test biding, all antigens were treated overnight with 10U/mL of coffee beans aGalactosidase
enzyme. Optical Density (O.D.) of 492 nm. All experiments were performed in triplicate.

It is already known that, in visceral leishmaniasis,
caused by L. infantum, parasites are able to escape
from the host immune system and reach internal
organs like liver or spleen, in the other hand,
cutaneous or mucocutaneous leishmaniasis caused by
L. amazonensis, parasites, most of the time stay at the
site of the infection. Although numerous mechanisms
are related with leishmania infectivity, glycoproteins
on parasite surface are important molecules that are
strongly associated with this process, and the a-Gal
epitope may be involved in this mechanism. Knowing
about the distinct reactivity of lectin in both
Leishmania species, and the correlation with the
presence of a-Gal epitope on the parasite surface, we
employed C57/BL6 mouse model that do not express
a-Gal epitope on their tissues!! (a-GalT-KO),
comparing experimental infection by L. infantum and
L. amazonensis with C57/BL6 wild type mice (o-
GalT-WT). Mice models with similarity to the human
in experimental leishmaniasis is required for better
laboratory results. C57/BL6 mice have been used to
study pathogenesis of experimental cutaneous or
visceral leishmaniasis, and considering the diversity of
Leishmania strains, number of parasites used for the
infection, the results obtained about clinical
manifestations and immune system activation cells are
not consistent. In this contest, the presence of a-Gal
on parasite surface may interfere in the host immune
response against the infection. Old world monkeys
and Humans, do not have this epitope on their tissues,

but all the other mammals express the a-Gal epitope?®,
The a-Gal epitope is highly immunogenic'® %, and its
presence on the parasite surface could generate anti-o-
Gal antibodies by the host capable to protect against
the infection, as found in others infectious diseases'®
2 However, as the animal models used for
experimental leishmaniasis studies are mammals that
express a-Gal, they are tolerant for anti-a-Gal
antibody production, which may impair the efficiency
of the immune response against the parasite. To
explore this hypothesis, we used a-GalT-KO mice,
that produce antibody against a-Gal epitope, similar to
human, and a-GalT-WT mice, which do not produce
anti-a-Gal antibody. Groups of animals were infected
intraperitoneally with 107 parasites of L. infantum and
subcutaneously with the same number of L.
amazonensis. Blood samples for ELISA were
collected at the days 7, 14 and 21. Liver and spleen for
gPCR procedure were collected 10 weeks post-
infection. The levels of antibodies in the serum of
infected a-GalT-WT mice, by L. amazonensis or L.
infantum were similar to the control uninfected group,
showed in the figure 2A. Nonetheless a-GalT-KO
infected mice, showed low levels of antibodies against
the a-Gal epitope, increasing slightly the reactivity
with serum from mice infected with L. amazonensis,
showed in figure 2B. Although the load parasites
found by gPCR in the liver was not significant
(P<0.05) between a-GalT-KO and o-GalT-WT
infected mice by L. infantum and L. amazonensis,
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figures 2C and 2E, in the spleen a-GalT-KO mice

significantly decreased, as showed in the figures 2D
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Figure 2. Parasite load levels detected in mice organs. A,B) Parasite load levels in liver and spleen samples of C57/BL6 Wild
type (GalT-WT) and agalactosyltransferase Knock out mice (aGalT-KO) infected with 107 Leishmania amazonensis; C,D)
Parasite load levels in liver and spleen samples of C57/BL6 Wild type (aGalT-WT) and agalactosyltransferase Knock out
mice (aGalT-KO) infected with 107 of leishmania infantum. Three or more independent experiments were performed in

group containing 3 to 7 mice.

As the load parasites found in a-GalT-KO infected
mice were slightly decreased, compared with a-GalT-
WT, we assumed that o-GalT-KO mice demonstrated
to be somewhat more resistant than a-GalT-WT
infected group. The anti-o-Gal antibodies produced by
a-GalT-KO mice could be one possible explanation.
To evaluate this hypothesis, we employed the
carbohydrate a-Gal coupled to the virus like particle
QB, the QB-a-Gal particles, to immunize a-GalT-KO
mouse model, and observe if higher anti-a-Gal
antibody levels could protect these mice from
Leishmania infection. Different protocol
immunization has been used to stimulate o-GalT-KO
mice to produce anti-a-Gal antibodies'® 2 22, Here, we
developed an immunization protocol, showed in the
figure 3A, to confirm the capacity of these mice to

Vaceination protocol 2.

produce anti-a-Gal antibodies, for this experiment we
also included a-GalT-WT group. Groups of 15 mice
were immunized 3 times with 10 pg per dose, one per
week, of Qp-a-Gal particles, non-immunized mice
were the control. One week later, blood samples were
collected and tested for IgG anti-o-Gal antibody
production by ELISA, and glucose sugar, QB-Glc was
used as control. Immunized group of a-GalT-KO mice
produced higher levels of IgG anti-a-Gal antibodies,
in the other hand, o-GalT-WT immunized mice did
not produce relevant amount of anti-a-Gal antibodies,
showed in figure 3B. The reactivity decreased greater
than 97% when the serum was tested against the
control particle QB-Glc, figure 4C. Non-immunized
mice showed no levels of IgG antibodies against Qp-
a-Gal, figure 3D or QB-Glc particles, figure 3E.
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Figure 3. Anti-aGal antibody production by immunized mice with QB-aGal antigen. A) Protocol employed to vaccinate
agalactosyltransferase Knockout mice. 3 to 7 mice per group were vaccinated with 10 pg per dose (3 doses) of QB-aGal. One
week later serum was separated from collected blood for ELISA, and one week after last immunization all group of mice
were infected with 107 of promastigote of Leishmania infantum (intraperitoneally) and leishmania amazonensis
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(subcutaneously). 10 weeks post-infection, liver and spleen samples were used for load parasite quantification by PCR. Three
or more independent experiments were performed in group containing 3 to 7 mice.

Evidencing that the a-GalT-KO mice were able to
produce anti-a-Gal antibodies, we proceeded to
discover if these immunized mice could be more
protected against the Leishmania infection. Lately,
authors have been shown that anti-a-Gal antibodies
can protect against experimental malaria infection?,
burns?*, Improvement of immunogenicity for HIV
vaccination?®, lytic action in Trypanosoma cruzi
trypomastigote  parasites® and even  cancer
treatment®®. As we identified tha a-Gal epitope on the
L. amazonensis and L. infantum parasite surface, and
also we found a small protection in a-GalT-KO mice
compared with a-GalT-WT, even with low antibody
titers, we raised the hypothesis that a-GalT-KO mice,
presenting higher levels of anti-a-Gal antibodies,
could develop better protection against Leishmania
parasites. For this, we established a protocol for
vaccination and parasite infection for experimental

leishmaniasis in a-GalT-KO mouse model, figure 4A.
Groups pf 3-5 mice were vaccinated with QpB-o-Gal
particles, one week later, the anti-a-Gal antibody
production was tested, and vaccinated mice produced
higher levels of 1gG anti-a-gal Antibodies, compared
with the control, unvaccinated group, as we observed
in the figure 4B. After antibody production, mice
were infected with 10”7 L. amazonensis and L.
infantum, and qPCR was performed with samples
collected of liver and spleen from all groups. Load
parasites found in the liver and spleen of vaccinated
and infected o-GalT-KO mice with L. amazonensis
decreased significantly compared with unvaccinated
group, as showed in the figures 4C and 4E. Also, the
same profile of protection was observed in the liver
and spleen of a-GalT-KO vaccinated mice, and
infected with L. infantum, figures 4D and A4F.
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Figure 4. qPCR from immunized non-immunized mice. Parasite load from A) Liver and B) spleen of vaccinated and
unvaccinated aGalT-KO mice infected with 107 promastigote form of Leishmania amazonensis (subcutaneously); C) liver
and D) spleen of vaccinated un-vaccinated aGalT-KO mice infected with 107 promastigote form of Leishmania infantum
(intraperitoneally); E) Anti-aGal antibody produced by vaccinated/unvaccinated and infected mice group 10 weeks post-
infection. Three or more independent experiments were performed in groups containing from 3 to 7 mice.

Several functions have been credited to
carbohydrates present on Leishmania parasite surface.
More than a few of these proposed roles of
carbohydrates contribute to the immune system
evasion and Leishmania pathogenesis. In this work we
found enough evidences to raise the hypothesis that o-
Gal epitope, identified on the Leishmania surface, that
may cause visceral or cutaneous leishmaniasis, can
contribute for the parasite to succeed in the host
infection. The mechanism of action of a-Gal epitope
and Leishmania infection needs to be explored, and

this glycoconjugate may be exploited as target for a
new vaccine development against L. infantum and L.
amazonensis.

Methods
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A description of Leishmania samples, lysate
preparation, SDS, Western blot, immune-affinity
purification and detailed methodology is given in the
Supplemental Information.

Mice. All animals and experiments were handled in
strict accordance with the guidelines of the Research
Ethics Committee of the UFMG, approved under the
protocol number 137/2011. Female C57BI/6 mice (6-8
weeks old) having disrupted alleles of the ~1,3-GalT
gene (Thall et al., 1995; Milland et al., 2006)
(a1,3GalT-KO) were used. These mice have the H-2b
genetic background and are bred and maintained at the
animal facility of Federal University of Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brazil.

a-Gal antigen linked to Qp-virus like particle and
conjugate preparation. QB virus-like particles were
prepared and purified as described previously (Fiedler
et al., 2010; Hong et al., 2009). All particles were
characterized by size-exclusion chromatography,
dynamic  light scattering (Wyatt  DynaPro),
microfluidic gel electrophoresis (Agilent Bioanalyzer
2100, using Protein 80 chips), and electrospray
ionization mass spectrometry on an accurate-mass
time-of-flight  instrument  (Agilent  G6230B);
representative samples were further examined by
transmission electron microscopy and multi-angle
light scattering (Malvern Viscotec). In all cases,
standard properties of size and composition were
observed, with the particles showing narrow size
distributions and high protein purity (less than 5%
protein impurities detected). Protein concentrations in
solution were measured with the BCA method
(Protein Reagent kit, Pierce, USA), standardized with
bovine serum albumin. For conjugate preparation o-
Gal trisaccharide (a-Gal-OH, Carbosynth US, LLC,
San Diego, CA) and glucose were converted to their
respective alkyne derivatives by Lewis acid-mediated
glycosylation of 3-butyn-2-ol. Each alkyne was
attached to QP virus-like particles by a two-step
procedure in which the protein nanoparticle was first
acylated with an azide-terminated N-
hydroxysuccinimide ester and then addressed by
copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition.

Mice Sensitization for antibodies detection. We
initially verified the competence of these al,3-GalT-
KO mice, previously immunized, to produce
antibodies (primarily IgG) against a-Gal epitopes.
Immunization was performed using the following
protocol: A group of 10 mice were subcutaneously
injected with 10 pg per dose, four doses, one per
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week, of the antigen consisting of the bacteriophage
Qp virus-like particle (VLP) to which approximately
540 copies of  the Gala3LN epitope
[QB(Gala3LN)540] were attached by covalent
chemical ligation as described above. A control group
of 10 mice was immunized with unmodified Qf VLP.
Mice were sensitized by tick saliva using two
methods. A standard protocol for tick feeding on mice
using feeding chambers as described by Bouchard and
Wikel in 2005 (Bouchard, 2005) was slightly
modified, as follows. Groups of 10 mice were
anesthetized i.p. with 100 mg/kg of ketamine and 10
mg/kg of xylazine (Uniao Quimica, Brazil), using a
tuberculin syringe (BD Safety-Lok™, USA). Once
fully anesthetized, a feeding chamber was assembled
at the mice back and two ticks (one male and one
female) per mouse were placed into the chamber for 9
days feeding. For artificial inoculation, we injected
tick saliva collected as above subcutaneously (20 pg
protein per dose) once per week for four weeks. All
mice were humanely euthanized 72 h after the last
immunization and the sera were collected for the
antibody  detection by an  enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), as described below.

Fluorescence microscopy and flow cytometry. Cells
were fixed for 40 min in 2% paraformaldehyde in 0.1
mM phosphate buffer (pH 7.4), were washed 3 times
in phosphate buffer at —20°C for 15 min. Cells were
then labeled with 100-200 mg/ml of MOA lectin-
fluorescein isothiocyanate (FITC) for 60 min, washed,
mounted on slides with Mowiol reagent (DABCO,
Sigma a 2,3%), and observed using a fluorescent
Nikon Eclipse Ti, (USA), with fluorescence
illumination and a FITC filter-barrier system. Pictures
were taken with Kodak Tri-X pan 400 ASA film.
Lectins conjugated with FITC were obtained from EY
laboratories, San Mateo, CA.

Fluorescent signals were quantified using a Becton
Dickinson FACScan (Becton Dickinson, Franklin
Lakes, EUA), using an argon laser, excitation
wavelength 488 nm, emitted light detector 530 nm
(15 nm), adjusted to a fixed channel using standard
Brite Beads (Coulter) prior to determining
fluorescence. Samples were briefly vortexed before
introduction to sheath fluid. Data acquisition and
manipulation were performed with CellQuest and
FlowJo verséo X.0.7 (Tree Star Inc., Ashland, EUA)
All Controls were treated with the appropriate sugar
0.2 M of Galactose.
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10- ANEXOS

10.1- Anexo 1- Aprovagéo do projeto pelo CEUA- UFMG

e Certificado de aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do protocolo

experimental utilizado no experimento apresentado no capitulo 1.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°. 255 / 2013, relativo ao projeto intitulado “Avaliagdo dos Camundongos
a1,3galactosyltransferase Knockout (GalT-KO), como Eficientes Modelos Experimentais na Doenga de Chagas”, que
tem como responsavel Alexandre Ferreira Marques, esta de acordo com os Principios Eficos da Experimentagio
Animal, adotados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de
15/04/2014. Este certificado espira-se em 15/04/2019.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°. 255 / 2013, related to the Project entilted *"LYTIC ANTI-GAL ANTIBODIES
PROTECT a1,3-GALACTOSYLTRANSFERASE KNOCKOUT MICE AGAINST Trypanosoma cruzi.”, under the
supervision of Alexandre Ferreira Marques, is in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation,
adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation (CEUA/UFMG), and was approved in 15/04/2014. This
certificates expires in 15/04/2019.

Jacqueline Isaura Alvarez Leite
Coordenador(a) da CEUA/JUFMG

Belo Horizonte, 15/04/2014.
Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https:/ivww.ufmg.br/bioetica/ceteal/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 = Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il = 22 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG = Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 = Fax: (31) 3499-4592

www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg. br
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10.2. Anexo 2- Curvas de dissociacdo dos iniciadores para PCR quantitativa.

a- Curva de dissociagdo do iniciador do gene DNA polimerase
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b- Curva de dissociagédo do iniciador do gene B actina
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