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RESUMO

A Leishmania enriettii € uma espécie ndo infectante ao homem que tem como
hospedeiro vertebrado a cobaia Cavia porcellus. Alguns aspectos da interacdo parasito-
hospedeiro neste modelo ainda sdo desconhecidos principalmente envolvendo
moléculas de superficie do parasito. Varios Lipofosfoglicanos (LPGs) e
glicoinositolfosfolipides (GIPLs) de espécies de Leishmania do Novo e Velho Mundo ja
foram descritas, porém aspectos da glicobiologia de L. enriettii ainda sao
desconhecidos. Neste estudo, caracterizou-se preliminarmente os LPGs e GIPLs de duas
cepas de L. enriettii (L88 e Cobaia) isoladas de seus hospedeiros vertebrados em 1945 e
1985, respectivamente. Além disso, foi avaliado o papel destas moléculas in vitro na
interagdo com macrofagos murinos e sua infectividade in vivo em Cavia porcellus. Os
LPGs foram extraidos, purificados e analizados por western-blot mostrando que o LPG
da cepa L88 apresentou maior peso molecular. Os LPGs e GIPLs foram
despolimerizados e seus acuUcares foram analizados através da eletroforese de
carboidratos. A regido de unidades repetitivas dos LPGs das duas cepas ndo apresentou
cadeias laterais, sendo representado pelo dissacarideo Gal(B1,4)Man(al1)-PO,4. O GIPL
da cepa L88 apresentou galactose em sua estrutura, similar ao GIPL do tipo Il. O GIPL
da cepa Cobaia apresentou uma abundancia de glicose, uma caracteristica ainda ndo
observada. Os polimorfismos observados nos LPGs e GIPLs foram avaliados in vitro
em macrdofagos murinos. Para se avaliar que tipo de receptor estava sendo reconhecido
por LPGs e GIPLs das duas cepas, macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 e
knock-out (TLR2 -/- e TLR4 -/-), foram primados com IFN- y e estimulados com 0S
glicoconjugados e seus respectivos parasitos vivos (MOI 10:1). Nenhuma ativacao de
NO ou citocinas foi observada com os parasitos vivos. Por outro lado, 0s LPGs e GIPLs
foram capazes de ativar a producdo de NO e citocinas (IL-6, IL-12 e TNF — a), sendo
que os LPGs foram agonistas mais potentes que os GIPLs, preferencialmente via TLR2
e secundariamente via TLR4. Para se avaliar isoladamente o papel de cada TLR, foram
utilizadas células de ovario de hamster chinés (CHO). Neste modelo, foi observado que
0s LPGs e os GIPLs ndo foram capazes de ativar TLR2 e TLR4, sugerindo uma co-
participacdo dos dois receptores. Para se avaliar a infectividade das duas cepas, foram
utilizados cobaias machos da espécie Cavia porcellus. Estes animais foram inoculados
com parasitos das duas cepas na presenga ou ndo de extrato de glandula salivar do

flebotomineo (GSF) Lutzomyia longipalpis e avaliados semanalmente por 91 dias. Os
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animais infectados comecaram a desenvolver protuberancia e/ou lesdo a partir da 4% e 52
semana de infeccdo, mas apenas a cepa L88 foi capaz de causar lesbes ulceradas. O
tamanho, o tempo de desenvolvimento e de cicatrizagdo foi maior quando os parasitos
foram inoculados na presenca de GSF (p<0,01). Em sintese, a cepa L88 de L. enriettii
apresentou um LPG de longa cadeia e um GIPL do tipo Il, o que resultou em um perfil
mais pro-inflamatério do que a cepa Cobaia. Estes resultados in vitro foram
confirmados in vivo, onde a cepa L88 foi capaz de desenvolver lesdo ulcerativa.



ABSTRACT

Leishmania enriettii is a non-infectious species to man, whose reservoir is Cavia
porcellus. Some aspects of the parasite-host interaction in this model are still unknown,
especially aspects involving parasite surface molecules. Many Lipophosphoglycans
(LPGs) and glycoinositolphospholipids (GIPLs) of species from the Old and New
World have already been described. However, some glicobiology aspects of L. enriettii
are still unknown. In this study, we have preliminarly characterized the LPGs and
GIPLs from two strains of L. enriettii (L88 and Cobaia) isolated from their vertebrate
hosts in 1945 and 1985, respectively. Moreover, the role of those molecules was
evaluated during in vitro interaction with mice peritoneal macrophages and Chinese
Hamster’s ovary cells (CHO). Additionally, their infectivity was evaluated in vivo in
Cavia porcellus. LPGs were extracted, purified and analysed by western-blot, showing
that LPG from type L88 was longer than that of Cobaia strain. LPGs and GIPLs were
depolymerized and their sugar was analysed through electrophorese of carbohydrates.
The region of repetitive units of the two types of LPGs did not present lateral chains,
being represented by disaccharide Gal(B1,4)Man(al)-PO4. The GIPL of the strain L88
presented galactose in its structure, similar to GIPL of type Il. On the other hand, the
GIPL of Cobaia strain presented an abundance of glucose, a characteristic not yet
observed. In order to evaluate the type of receptor recognized by LPGs and GIPLs, mice
peritoneal macrophages of C57BL/6 and Knock-out (TLR2 -/- and TLR4 -/-) were
primed with IFN-y and stimulated with glycoconjugates and their respective live
parasites (MOI 10:1). No activation of NO or cytokines was observed with live
parasites. On the other hand, LPGs and GIPLs were able to activate the production of
NO and cytokines (IL-6, IL-12 and TNF—a). Furthermore, LPGs were more powerful
agonists than GIPLs, preferably via TRL2 and secondarily via TRL4. To evaluate
separately the role of each TRL, we used CHO cells. In this model, it was observed that
LPGs and GIPLs were not able to activate neither TLR2 nor TRL4, suggesting a co-
participation of both receptors. In order to evaluate the infectivity the two strains, male
guinea pigs (cobaia) of the species Cavia porcellus were used. These animals were
inoculated with parasites of the two strains in the presence or absence of the salivar
gland extract (GSF) from te sandfly Lutzomyia longipalpis and evaluated weekly for 91
days. The infected animals started to develop protuberance and/or lesion in the 4™ and

5™ week after the infection. But only L88 strain developed ulcerated lesions. Size,
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development and scaring time were greater when the parasites were inoculated in the
presence of GSF (p< 0.01). In conclusion, the L88 strain of L. enriettii exhibited a
longer LPG and GIPL type Il. Those features may be related to a more pro-
inflammatory profile than the Cobaia strain. Those in vitro data were confirmed in vivo,
where L88 species was able to develop ulcerated lesions.
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1. INTRODUCAO
1.1. As Leishmanioses

As Leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (Ross, 1903; Kaye &
Scott, 2011). A transmissao ocorre quando a fémea do flebotomineo realiza seu repasto
sanguineo no hospedeiro vertebrado. O protozoario tem a capacidade de infectar
roedores, marsupiais, canideos, edentados e primatas (Grimaldi et al., 1989). Os
hospedeiros invertebrados sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia
Phlebotominae. No Velho Mundo pertencem ao género Phlebotomus e no Novo Mundo

ao género Lutzomyia (Young & Duncan 1994).

As Leishmanioses podem ser divididas em duas formas clinicas principais: a
Leishmaniose Tegumentar (LT) e a Leishmaniose Visceral (LV). Nas Américas, A LT
possui trés variedades de formas clinicas: a Leishmaniose Cutanea (LC), a
Leishmaniose Mucocuténea (LMC) e a Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) (Desjeux,

2004).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as Leishmanioses sdo consideradas
antropozoonozes, integrando o conjunto das seis doengas tropicais mais importantes em
todo mundo (Guerra et al., 2007). Cerca de 90% dos casos clinicos de LV e LC,
concentram-se em paises como Bangladesh, india, Nepal, Sud&o e Brasil e Afeganistéo,
Argélia, Brasil, Ird, Peru, Arabia Saudita e Siria, respectivamente (WHO, 2002).
Estima-se que 12 milhdes de individuos estejam infectados e cerca de 350 milhGes de
pessoas estejam em risco de adquirir a infec¢do, especialmente nos paises em

desenvolvimento (WHO, 2002).



No Brasil, 0 grande nimero de casos de Leishmaniose é causado principalmente pelas
espécies Leishmania braziliensis para LT e LMC e Leishmania infantum para LV. A LT
é caracterizada por lesGes localizadas, que se curam espontaneamente, enquato a LMC
causa lesdes graves desfigurantes comprometendo a mucosa da boca, nariz e garganta
(Dantas-Torres et al., 2012). A LV acomete 6rgdos internos, como medula dssea, bago e
figado e pode levar & morte se ndo tratada (Kaye & Akira, 2011). Entretanto, existem
espécies pouco estudadas que ndo sdo patogénicas ao homem. Neste grupo podemos

citar a Leishmania enriettii (Muniz & Medina, 1948).

1.2. Leishmania enriettii

Existem mais de 30 espécies de Leishmania no Novo Mundo, sendo que destas 20
espécies ja sao conhecidas como infectante ao homem (Laison & Shaw, 1997). Um
exemplo de espécie ja comprovada ndo infectante ao homem é a Leishmania enriettii
(Muniz & Medina, 1948; Machado et al., 1994), que tem hospedeiro vertebrado a
espécie Cavia porcellus ou cobaias (Muniz & Medina, 1948) (Figura 1). Laison & Shaw
(1997) classificaram a L. enriettii dentro do subgénero Leishmania, o qual apresenta

desenvolvimento suprapilarico.

Em 1946, Medina, pela primeira vez, observou lesdes em cobaias infectadas no Instituto
de Biologia e Pesquisa Tecnoldgica em Curitiba na escola de Agronomia e Veterinaria
da Universidade Federal do Parand. Muniz & Medina (1948) nomearam esse parasito
como L. enriettii. Nesse mesmo trabalho, os autores observaram formas amastigotas nas
lesBes na pele e focinho das cobaias. Os mesmos autores tentaram infectar outros tipos
de hospedeiros incluindo macacos, cachorros e preas (Cavia aperea) ndao obtendo
sucesso em nenhum modelo. O trabalho de Medina (1948) foi criticado por Lainson e

colaboradores (1979) que sugeriram que a falha da ndo observacéo de infeccdo aparente



em Cavia aperea (pred) poderia ser justificada pelo desenvolvimento de uma infeccéo

inaparente ou auséncia de lesdes na pele.

Em relacdo ao seu hospedeiro invertebrado, o Unico vetor encontrado naturalmente
infectado foi Lutzomyia monticola (Figura 1). Em um levantamento da fauna
flebotominica (Luz et al., 1967) foram encontradas somente as espécies de Lutzomyia
monticola e Lutzomyia correalimai onde foram observadas cobaias infectadas. A Unica
espécie infectada com L. enriettii foi L. monticula. Dez espécimes de L. monticola
foram alimentados em lesdes de cobaias infectadas, dessas somente seis desenvolveram
formas promastigotas flageladas, porém ao serem inoculados em nova cobaia ndo houve
desenvolvimento da infeccdo (Luz et al., 1967). Provavelmente, presenca da saliva do

flebotomineo permitiria uma maior infectividade do protozoario.

Os estudos envolvendo a espécie L. enriettii é rara em artigos cientificos, destacando-se
a descoberta de duas cobaias supostamente na cidade de Capdo Bonito (SP) (Machado
et al., 1994) e trés C. porcellus localizados na cidade de Campina Grande do Sul (PR)
(Thomaz et al., 1996). O protozoario L. enriettii até o ano de 2011 nunca havia sido
encontrado em outro continente além do Americano, caracterizando-se ser uma espécie
exclusiva do Novo Mundo. Porém no ano de 2011, pesquisadores a encontraram na
Australia infectando Canguru Vermelho (Macropus rufus). A espécie vetora
responsavel pelo estabelecimento do ciclo foi a espécie Forcipomyia lasiohelea, um

ceratopogonideo (Dougall et al., 2011).

Dentro do género Leishmania, L. enriettii € um protozoario que possui um crescimento
exuberante das suas formas amastigotas na pele da cobaia (Muniz & Medina, 1948;
Machado et al., 1994). A grande maioria dos trabalhos envolvendo esse protozoario

aborda o uso desta especie como modelo para testes de drogas (Belehu & Turk, 1976;



Wong & Chow, 2006; Wong et al., 2007) modelos para infeccdo de LT (Lobato
Paraense, 1953; Bryceson et al., 1970; Schottelius, 1987) e como modelo de insercdo de
genes (Tobin & Wirths, 1992; Snapp & Landfear, 1999). Entretanto, os estudos sobre a
epidemiologia, a infeccdo em seu hospedeiro vertebrado, susceptibilidade a drogas e

glicobiologia séo escassos.
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Figura 1. Provavel ciclo esquematico da Leishmania enriettii. Os flebotomineos da espécie Lutzomyia monticola
injetam promastigotas infectantes em seu hospedeiro vertebrado a espécie Cavia porcellus durante a alimentacéo.
Promastigotas sdo fagocitadas e transformam-se nas células dos tecidos em amastigotas, que se multiplicam varias
vezes e rompem os macréfagos infectando novas células. Flebotomineos ao realizarem um repasto sanguineo em uma
cobaia infectada ingerem juntamente com o sangue as amastigotas que se diferenciam no tubo digestivo em
promastigotas prociclicas e em seguida sofrem a metaciclogénese transformando-se em promastigotas infectantes que
podem infectar novos Cavia porcellus por meio de uma nova alimentagdo. Fonte: Larissa Paranaiba e Ana Carolina
Gabrich.



1.3. Aspectos da interagdo Leishmania-hospedeiro

Os protozoarios classificados dentro do género Leishmania possuem um ciclo biolégico
heteroxénico, cujas formas evolutivas alternam-se entre os hospedeiros vertebrados e
invertebrados, que transmitem o parasito durante o repasto sanguineo (Killick-Kendrick,
1979; Sacks & Perkins, 1984). As fémeas de flebotomineos infectadas transmitem a
Leishmania sp através habito alimentar por telmatofagia formando pocos de sangue na

pele do hospedeiro.

Juntamente com a saliva do flebotomineo, altamente complexa (Volf et al., 2000),
formas promastigotas metaciclicas serdo transmitidas ao hospedeiro vertebrado. Estas
terdo gue sobreviver aos mecanismos de defesa do hospedeiro, para que assim, possam
ser internalizadas através da fagocitose para o interior dos macrofagos (Assis et al.,
2012a; Sacks & Kamhawi, 2001) ou neutréfilos (Peters et al.,, 2008). Dentro dos
macrofagos as promastigotas metaciclicas diferenciam-se em amastigotas, que se
multiplicam por divisdo binaria, sendo capazes de romper os macréfagos e infectar

novas células. Estas podem ser ingeridas num préximo repasto sanquineo do vetor.

As formas evolutivas do parasito terdo que sobreviver as barreiras presentes no inseto
vetor tais como enzimas digestivas, matriz peritréfica e a capacidade de aderir
rapidamente ao epitélio do intestino antes que os restos da digestdo sejam eliminados
(Sacks & Kamhawi, 2001). As formas amastigotas se diferenciam em formas
promastigotas e posteriormente, elas dardo origem a formas promastigotas metaciclicas,
que migrardo para porcOes anteriores do intestino do flebotomineo de onde serédo

transmitidas a um hospedeiro vertebrado num préximo repasto.



Para sobreviver a estas condi¢Ges altamente adversas o0 protozodrio desenvolveu

mecanismos importantes incluindo moléculas de superficie.

1.4. Os glicoconjugados de Leishmania

Para se desenvolver e estabelecer uma infec¢do dentro do ambiente hostil encontrado no
tubo digestivo do vetor e nos macrofagos do hospedeiro vertebrado, o parasito possui
uma grande variedade de moléculas e estratégias. Dentre essas moléculas pode-se
destacar os glicoconjugados. O termo “glicoconjugados” refere-se a qualquer molécula
que possua algum motivo de carboidrato ligado covalentemente a outra classe de

moléculas como lipideos e proteinas (Turco, 2003).

Moléculas associadas a glicosil-fosfatidilinositol (GPI) sdo tipicamente consideradas
como ancoras lipidicas de outras moléculas de superficie como glicoproteinas e
glicolipideos. Em Leishmania, estas estruturas estdo presentes como ancoras lipidicas
do lipofosfoglicano (LPG), da glicoproteina 63 (gp63) e dos glicoinositol-fosfolipides

(GIPLs) (McConville & Ferguson, 1993).

1.5. Os glicoinositolfosfolipides (GIPLs) de Leishmania

Os GIPLs estdo presentes na superficie celular e revestindo estruturas intracelulares de
todas as formas evolutivas de Leishmania onde representam o glicoconjugado mais
abundante. Apesar dessas caracteristicas que destacam esse glicolipide, os GIPLs de
Leishmania sdo pouco estudados em relacdo aos LPGs. Apesar de estruturalmente
analogos as ancoras GPI, os GIPLs apresentam diversas modificagdes bioquimicas

durante sua sintese, como adicdo de cadeias laterais e substituicbes em sua ancora



lipidica (McConville & Ferguson, 1993), por isso representam produtos metabdlicos
distintos ao invés de simples precursores de ancoras (Zawadzki et al., 1998; Lillico et

al., 2003; Assis et al., 2012b).

Estruturalmente, os GIPLs apresentam um grande polimorfismo, entretanto possuem
uma estrutura bésica conservada de Manal-4GIcN ligada a porcdo lipidica,
normalmente composta por alquil-acil-glicerol ou liso-alquil-glicerol, por um residuo de
fosfatidilinositol (PI) (McConville et al., 1990 ; Assis et al., 2012a,b). A partir desta
estrutura basica, dependendo da espécie ou linhagem analisada, 0os GIPLs apresentam
um intenso polimorfismo relacionado tanto com as substituicdes dos acidos graxos na
porcdo lipidica quanto nos acucares na parte glicidica. Os GIPLs sdo comumente
classificados dentro de trés grupos. Os GIPLs do tipo I, em sua maioria apresentam um
residuo de manose como agucar mais distal é identificado pela substituicdo do sexto
carbono da manose proximal por um residuo de manose (Manal-6Mana1-4GIcN-Pl).
Os GIPLs do tipo | sdo a forma predominante em Leishmania donovani, Leishmania
tropica e Leishmania aethiopica (Schneider et al., 1994) e L. infantum (Assis et al.,

2012D).

Os GIPLs do tipo Il possuem como caracteristica a substituicdo do terceiro carbono da
manose proximal por um residuo de manose (Manal-3Manal-4GIcN-Pl). Estes
possuem uma composicdo lipidica mais heterogénea que varia entre combinacdes de
acido estearico (C18:0), acido behénico (C22:0), acido lignocérico (C24:0) e acido
hexacosanoico (C26:0). Estes GIPLs sdo comumente encontrados em Leishmania
major, Leishmania mexicana (McConville & Ferguson, 1993), Leishmania panamensis
e L. braziliensis (Assis et al., 2012b). O terceiro grupo, o dos GIPLs hibridos,
compartilha caracteristicas estruturais com os dois primeiros tipos e possuem adigéo de

uma manose no terceiro e sexto carbonos da manose proximal (Manal-3(Manol-6)
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Manal-4GIcN-PI) encontrados em L. mexicana e L. donovani (McConville & Ferguson,
1993) (Figura 2). Entretanto, informacOes acerca dos GIPLs de L. enriettii ainda sdo

desconhecidas.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos diferentes tipos de glicoinositolfosfolipides (GIPLs). GIPLs Leishmania
séo divididos em trés grupos distintos: GIPLs tipo | sdo caracterizados por uma adi¢do de R-Manal ao sexto carbono
do residuo manose proximal; GIPLs tipo Il tm uma substituicdo do terceiro carbono do manose proximal por uma
R-Mana; GIPLs hibridos compartilham caracteristicas estruturais com os dois primeiros tipos e possuem adi¢éo de R-

Manalno terceiro e sexto carbonos da manose proximal. (Extraido de: Assis et al., 2012a)

1.6. Os lipofosfoglicanos (LPGs) de Leishmania

Ao contrario dos GIPLs, os LPGs sdo os glicoconjugados de superficie de Leishmania
mais bem estudados. Estdo amplamente expressos nas formas promastigotas onde
formam um denso glicocélice que recobre toda a superficie do parasito (Turco &

Descoteaux, 1992).



Bioquimicamente, 0os LPGs possuem uma estrutura geral bem conservada, composta por
quatro dominios: (1) uma ancora lipidica conservada representada por 1-O-alquil-2-
lisofosfatidilinositol (P1) ligado a; (2) uma porcdo central composta por um
heptassacarideo também conservado representado por Gal(al-6)Gal(al-3)Gali(al-
3)[Glcal-PO4]Man(al-3)Man(al-4)-GlcN(al-); (3) uma regido de repeticdes de
dissacarideos fosforilados Gal(al-4)Man(al-)PO4 que podem possuir substituicdes de
um ou mais aglcares dando origem a um grande polimorfismo intra e interespecifico e
finalmente, (4), uma regido que recebe o nome de cap formada por um oligossacarideo

neutro terminal (Figura 3).
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Figura 3. Estrutura bioquimica basica da molécula lipofosfoglicano. LPG tem quatro dominios, uma ancora lipidica
de fosfatidilinositol ligada a um alquilglicerol, um ndcleo glicano conservado, regido de unidades repetitivas e uma
chamada de cap. A estrutura e 0 nimero de unidades de repeticdo dos fosfoglicanos variam e dependem do estagio de
vida e do tipo de espécie de Leishmania. Gal, galactose; Man, manose; Core, Nlcleo glicano de hexassacaridos; Cap,

oligosacarideo neutro. (Extraido de: Assis et al., 2012a).

Variagbes qualitativas e quantitativas nas unidades repetitivas podem ocorrer
dependendo da espécie, linhagem e da fase evolutiva do ciclo de vida do parasito.
Durante o processo de metaciclogénese, as unidades repetitivas dobram em nimero

passando de aproximadamente 15 para aproximadamente 30 unidades (McConville et



al.,, 1992; Sacks et al., 1995; Barron & Turco, 2006). O LPG de promastigotas
prociclicas de L. braziliensis ndo possui substitui¢des sendo estruturalmente semelhante
ao LPG de L. donovani (Sudéao) (Sacks et al., 1995). Durante a metaciclogénese em L.
braziliensis ocorre a adicdo de mono ou dissacarideos de B-glicoses no carbono 3 da

galactose (Soares et al., 2005).

O LPG de varias linhagens de L. infantum ja foi descrito e podem ser de trés tipos: 1)
sem cadeias laterais caracterizando o LPG da maioria das cepas descritas; 2) com uma
cadeia lateral de glicose (Soares et al., 2002) e 3) com 3 ou mais cadeias de glicose
(Coelho-Finamore et al., 2011). Entretanto a estrutura das unidades repetitivas do LPG

de L. enriettii ainda é desconhecida.

1.7. Os glicoconjugados de Leishmania e a interacdo com hospedeiros

vertebrados

A singularidade da estrutura geral dos glicoconjugados e seus dominios altamente
variaveis indicam que os LPGs e GIPLs possuam varias importantes fun¢des no parasita
Leishmania ao longo de todo seu ciclo de vida, permitindo que esse protozoério
sobreviva nos ambientes adversos dentro dos seus hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Assis et al., 2012a,b). Neste contexto, 0s glicoconjugados de membrana
desempenham um papel fundamental na interagdo com seus hospedeiros atuando como
um fator de viruléncia multifuncional e sdo indispensaveis para o estabelecimento de
uma infeccdo bem sucedida (McConville, M. J et al., 1995) (Descoteaux & Turco,

1999) (Assis et al., 2012a,b).

O papel do LPG durante o processo de infecgdo no hospedeiro vem sendo associado ao

reconhecimento, fagocitose por macrofagos e protecdo contra o ambiente acido dos
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vacuolos parasitéforos (Bogdan & Rollinghoff, 1999) (Wilhelm et al., 2001), resisténcia
ao efeito litico do sistema do complemento, inibigdo da maturagdo fagossomal (Dermine
et al., 2000), inibicdo de proteina quinase C (Piedrafita et al., 1999), capacidade de
intervir na integridade dos microdominios da membrana dos fagossomos (Dermine et
al., 2005), modulacdo da producdo de éxido nitrico (NO) e IL-12 (Brittingham &
Mosser, 1996; Proudfoot et al., 1996; Ibraim et al., 2013), modulacdo de MAPKs (Feng
et al., 1999; Ibraim et al., 2013), inducgdo de redes extracelulares de neutréfilos (NETS)
(Guimaraes-Costa et al., 2009), inducdo da heme-oxigenase | (Luz et al., 2012), inducéo
da proteina quinase R (PKR) (Carvalho Vivarini et al., 2011), seqiiestramento de Ca”
(Homans et al., 1992), inibicdo da expressao do Gene C-Fos (Greenberg & Ziff, 1984)
inibicdo de quimiocinas (Snyderman & Pike, 1984) e capacidade de modular os

receptores de TNF-a (Acterberg & Gercken, 1987).

Estudo recente destacou a importancia dos GIPLs de L. braziliensis e L. infantum na
modulacdo do sistema imune tendo um papel inibitorio na sintese de NO e IL-12. Esta
inibicdo foi preferencialmente via TLR4. Os dados apresentados defendem a hipdtese de
que GIPLs de Leishmania podem contribuir para a construcdo de um ambiente mais
seguro para o desenvolvimento da infeccdo por perturbar a polarizacdo de Th1/Th2, por
meio da inibicdo da producdo de IL-12 durante os estagios iniciais da infeccdo e ajudar

na sobrevivéncia do parasito dentro dos macrdfagos (Assis et al., 2012b).

Durante os eventos iniciais do compartimento imune inato, os receptores utilizados pela
Leishmania sdo TLR2, TLR3, TLR4 e TLR9 (Tuon et al., 2008; Assis et al. 2012a;
Faria et al., 2012). A via de sinaliza¢do de TLRs consiste em duas cascatas: uma cascata
MyD88 e uma cascata TRIF dependente (Kawai & Akira, 2011). Depois do
reconhecimento do patégeno, TLRs acionam NF-kB, o qual em seguida transloca-se

para o nlcleo da célula e promove a transcricdo e sintese de citocinas pré-inflamatorias
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(Barton & Medzhitov, 2003) (Ibraim et al., 2013). Macrofagos primados com IFN-y e
expostos a culturas dos protozoarios L. braziliensis e L. infantum e seus respectivos
LPGs, demonstraram que a producdo de NO em BALB/c e C57BL/6 foi maior quando
utilizaram o LPG de L. braziliensis. Nestas células, houve participacdo tanto de TLR2 e
TLR4. De modo interessante, ao se utilizar células CHO transfectadas com TLRs, foi
observado que o LPG de L. braziliensis & um agonista de TLR2, enquanto o LPG de L.
infantum ndo ativa este receptor (Ibraim et al., 2013). Em relagdo a L. enriettii, ainda
ndo se sabe qual o papel dos GIPLs e LPGs nestes processos, principalmente quais

receptores e vias estdo envolvidas.

Tendo em vista o desconhecimento sobre varios aspectos da interacdo de
glicoconjugados de L. enriettii, este trabalho teve como objetivo aprofundar em alguns
aspectos da glicobiologia desta espécie. Para tanto, foram realizados experimentos in
vivo e in vitro com duas cepas isoladas em dois momentos diferentes (1945 e 1985).
Este é o primeiro estudo comparando a glicobiologia de duas cepas de L. enriettii bem

como aspectos da interagdo com hospedeiro vertebrado.
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2. JUSTIFICATIVA

Leishmania enriettii (Muniz & Medina 1948), tem como hospedeiro vertebrado a
espécie Cavia porcellus ou cobaias. E uma Leishmania pouco conhecida e estudada na
area académica. Varios aspectos da biologia da Leishmania enriettii encontram-se
desconhecidos, tais como glicobiologia, infectividade para macr6fagos murinos, perfil

de citocinas e padréo da infecgdo em cobaia.

Vaérias estruturas bioquimicas de LPGs e GIPLs de espécies de Leishmania do Novo e
Velho Mundo ja foram descritas, porém ainda ndo ha informacfes sobre L. enriettii.
Neste projeto, pretendeu-se caracterizar preliminarmente os LPGs e GIPLs de duas
cepas de L. enriettii. E importante ressaltar que as cepas (MCAV/BR/1945/L88 e
MCAV/BR/1985/COBAIA_SP) foram obtidas em dois momentos diferentes no estado

do Parana e Sdo Paulo, respectivamente, uma em 1945 e outra em 1985.

Este projeto fornecerd maiores conhecimentos sobre a interacdo entre duas cepas de L.
enriettii e seu Unico hospedeiro natural j& observado e caracterizou pela primeira vez o
padrdo de desenvolvimento de lesdo no focinho das cobaias utilizando formas
promastigotas de L. enriettii associadas ou ndo a glandula salivar de flebotomineos.
Além disso, este projeto propiciard um maior conhecimento sobre os glicoconjugados
(LPGs e GIPLs) de espécies do Novo Mundo e a descricdo do perfil imunoldgico de

NO, citocinas, receptores e fatores de transcricao.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar preliminarmente os LPGs e GIPLs de duas cepas de L. enriettii e
avaliar seu papel na interagdo com macrdfagos murinos e células CHO, bem

como descrever aspectos da infectividade destas cepas em Cavia porcellus.

o Obijetivos especificos

Caracterizar o padrdo de crescimento das duas cepas de L. enriettii
(MCAV/BR/1945/L.88 e MCAV/BR/1985/COBAIA_SP);

Caracterizar preliminarmente a estrutura dos LPGs e GIPLs das duas cepas de L.
enrietii;

Avaliar a producdo de citocinas (IL-1p, IL-6, 1L-10, IL-12p40 e TNF-a) e 6xido
nitrico (NO) por LPGs e GIPLs das duas cepas em macrofagos murinos
C57BL/6, TLR2(-/-) e TLRA(-/-);

Avaliar o padrdo de reconhecimento por receptores do tipo TLR2 e TLR4 e
producdo de NF-kB em células CHO por LPGs e GIPLs das duas cepas de L.
enriettii;

Observar o padrdo de desenvolvimento da lesdo no focinho de Cavia porcellus
apos infeccdo com as duas cepas de L. enriettii na presenca ou auséncia de

extrato de glandula salivar do flebotomineo (GSF) L. longipalpis.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Cepas de Leishmania enriettii e condicdes de cultivo

As formas promastigotas das cepas de L. enriettii (MCAV/BR/1945/L88 e
MCAV/BR/1985/COBAIA_SP) de referéncia da Organizacdo Mundial de Saude foram
isoladas de cobaias (Cavia porcellus). Os parasitos foram mantidas em estufa BOD a
25°C em meio definido 199 (Sigma®), acrescido de soro fetal bovino (10%), penicilina
(100U/ml), streptomicina (50pg/ml), glutamina (12,5mM), Hepes (40mM), adenina

(0,2AmM) e hemina (0,0005%), pH 7,4 (Soares et al., 2002).

Para conhecer o perfil de crescimento das cepas, os parasitos foram difundidos a partir
de uma cultura de células em fase estacionéria, em triplicata, em garrafas para cultivo na
concentracdo de 1x10° parasitos/mL. O crescimento foi monitorado diariamente por
onze dias através da contagem em camara de Neubauer. Apo6s os dados coletados foi
realizado um grafico de curva de crescimento utilizando o software GraphPad Prism

5.0.

A cepa de referéncia MCAV/BR/1945/1L.88 foi doada pela colaborada desse projeto a
professora Dra. Maria Norma Melo do Laboratorio de Leishmanioses da Universidade
Federal de Minas Gerais / UFMG e da assisténcia da Bidloga / Técnica Soraia de
Oliveira Silva. A cepa de referéncia MCAV/BR/1985/COBAIA _SP foi doada da
Colecdo de Leishmania do Istituto Oswaldo Cruz (CLIOC) sob supervisdo da Dra. Elisa

Cupollilo.

18



4.2. Extragdo do LPG e GIPLs

Para extragbes dos LPGs e GIPLs foram utilizadas culturas em fase estacionéria de
crescimento. Foi empregado o método descrito por Orlandi & Turco (1987) com
modificagdes (Soares et al., 2002 ; Soares et al., 2005 ; Assis et al., 2012b). Os parasitos
foram lavados em PBS 1x e centrifugados (a temperatura ambiente em 2100g por 7
minutos). Para delipidacdo da amostra foram adicionados ao pellet 2,5ml de solucgéo
ChCl3/MeOH (3:2 viv) e 0,5ml de MgCl, a 4mM. O material foi sonicado e
centrifugado (a temperatura ambiente em 2100g por 7 minutos) resultando em uma fase
solida intermediaria, o sobrenadante foi descartado. Para essa primeira etapa o

procedimento foi repetido mais uma vez.

A fase solida da primeira etapa foram adicionados 2,5mL de MgCl, 4mM. O material
foi sonicado e centrifugado (a temperatura ambiente em 2100g por 7 minutos) para
promover a extracdo de proteinas, o sobrenadante foi descartado. Para essa segunda
etapa o procedimento foi repetido mais uma vez. Em seguida foram adicionados ao
material da segunda etapa 3,0mL ChCl3/MeOH/H,O (10:10:3 v/v) e 0,5mL de
ChCl3/MeOH (1:1 v/v). O material foi sonicado e centrifugado (a temperatura ambiente
em 2100g por 7 minutos) para promover a extracdo de GIPLs, o sobrenadante nao foi
descartado. Para essa terceira etapa o procedimento foi repetido mais duas vezes sem

adicionar 0,5mL de ChCl3/MeOH (1:1 v/iv) .

Ap0s essa terceira etapa, ao material solido do procedimento anterior foram adicionados
2,5mL de ESOAK (agua/etanol/etil éter/piridina/NH,OH; 15:15:5:1:0,017 v/v). O
material foi sonicado e centrifugado (a temperatura ambiente em 2100g por 7 minutos)
para promover a extracdo de LPGs, o sobrenadante ndo foi descartado. Para essa quarta

etapa o procedimento foi repetido mais trés vezes.
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Os extratos foram evaporados em nitrogénio a 45°C e o LPGs e GIPLs foram
purificados em coluna de fenil-sefarose como descrito previamente (Soares et al., 2002;

Soares et al., 2005; Assis et al., 2012b; Ibraim et al., 2013) (Figura 4).

As metodologias aplicadas e o desenvolvimento dos procedimentos laboratoriais
contam com a colaboracgéo da aluna de iniciagéo cientifica Ana Carolina Souza Gabrich

que cursa Biomedicina na Fundacdo Mineira de Educacéo e Cultura/ FUMEC.
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Figura 4. Esquema da representagdo da extracdo e purificagcdo dos LPGs e GIPLs das duas cepas de L. enriettii. A
extragdo foi realizada com o uso de varios solventes organicos, cuja penultima etapa extrairam os GIPLs e na ultima
foi extraido os LPGs. Apos as extracdes as amostras dos dois glicoconjugados foram purificados em uma coluna de
Fenil-Sefarose pela técnica da cromatografia de interacdo hidrofébica.

4.3. Purificacdo dos LPGs e GIPLs

A amostra contendo LPGs e GIPLs foram solubilizadas em 1mL da solucdo acido
acético 0,1M/cloreto de sddio 0,1M, sonicadas e submetidas a uma cromatografia de
interacdo hidrofébica usando a resina Fenil-Sefarose. Aproximadamente 1mL de Fenil-
Sefarose foi aplicado em uma coluna Bio-Rad (#731-1550). A coluna foi lavada seis

vezes com o volume de acético 0,1M/cloreto de sédio 0,1M utilizado, o qual
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possibilitou 0 empacotamento da resina (Soares et al., 2002; Soares et al., 2005; Assis et

al., 2012b; Ibraim et al., 2013).

ApO6s 0 empacotamento as amostras contendo LPGs ou GIPLs foram adicionadas. Em
seguida, o material foi lavado de acordo com a seguinte seqiiéncia: 1mL de acético
0,1M/cloreto de sodio 0,1M, 1mL de é&cido acético 0,1M, 1mL de dH,0 e 4mL de
ESOAK (agua/etanol/etil éter/piridina/NH,OH; 15:15:5:1:0,017 v/v) utilizados para
eluir o LPGs e GIPLs. No final dessas etapas, as amostras foram evaporadas em
nitrogénio, em seguida, solubilizadas em 100uL de agua milli-Q e armazenadas a 4°C
(Soares et al., 2002; Soares et al., 2005; Assis et al., 2012b; Ibraim et al., 2013). Os
LPGs ou GIPLs foram dosados pelo método fenol-acido sulfurico (Dubois et al.,

1956)(Figura 4).

As metodologias aplicadas e o desenvolvimento dos procedimentos laboratoriais
contaram com a colaboracdo da aluna de iniciacdo cientifica Ana Carolina Souza

Gabrich que cursa Biomedicina na Fundacdo Mineira de Educacdo e Cultura/ FUMEC.
4.4. Dosagem do LPGs e GIPLs

Os LPGs e GIPLs foram dosados pelo método fenol-acido sulfarico. Uma aliquota de
10pL de cada LPG e GIPL purificado foi diluida em 250pL de agua tipo 1. As amostras
foram adicionados 750uL de acido sulfurico, ficando em repouso por 2min no gelo.
Apo0s essa etapa aplicou-se sobre as amostras 13ul de fenol puro. Em seguida, as
amostras foram agitadas em vortex e passados 30 minutos, a absorbancia das amostras

foram avaliadas em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 490nm.

A curva padréo foi preparada utilizando uma solucdo equimolar de galactose e manose
(2mg/mL), de modo que o0s pontos correspondessem as seguintes concentragdes:

50ug/mL, 100ug/mL, 150ug/mL e 200ug/mL (Dubois et al., 1956).
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4.5. Andlise da purificacdo do LPG usando a técnica de Western-blot

Para confirmar a presenga dos LPGs das duas cepas de L. enriettii nos materiais
purificados, os LPGs foram submetidos a um Western-Blot utilizando anticorpos
especificos anti-LPG: CA7AE (1:1000) que reconhece as unidades repetitivas presentes

em todos os LPGs (Soares et al., 2002; 2005) (Tabela 1).

Tabela 1. Solugdes para o preparo dos géis de resolucéo e concentragdo (poliacrilamida 12%)*:

Reagentes Gel de resolugdo Gel de concentragéo
Acrilamida de 30% bis 0,8% 3ml 0,65ml
Tris-HCI (1,5 pl pH=8,8) 1,8ml
1,25 ml de Tris-HCI 1,25ml
H,O 2,6ml 3,05ml
APS 10% 100pl 100pl
TEMED 10pl 5ul

*Volume suficiente para um mini-gel de 0,75mmx14x14.

A amostra foi submetida a eletroforese com diferenca de potencial constante de 120V.
Em seguida, o material foi transferido para uma membrana de nitrocelulose (45um) sob
uma corrente de 42 mA por 1 hora utilizando o aparelho de transferéncia Semi-Dry Bio-

Rad Trans-Blot®SD semi dry transfer cell (Figura 5).

A membrana foi bloqueada por 1 hora em uma solucdo de caseina 5% e posteriormente
foi incubada com o anticorpo primario CA7AE (1:1000) por mais uma hora. Em
seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com PBS-1x em intervalos de 5 minutos entre
cada lavagem e incubada por 1 hora com o anticorpo secundario Anti-lgG de rato

conjugado com peroxidase (1:10000).

Apds uma nova etapa da lavagem da membrana, a essa foi aplicado 1mL de solugéo
SuperSignal® Pico West (solucdo de peréxido estavel) e ImL de solugdo SuperSignal®

Pico West (solucéo potenciadora) (Soares et al., 2005), a visualizacdo da membrana foi
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possivel com o uso do aparelho Image quant — Luminecent / Image Analyzer LAS
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Figura 5. Esquema da representacdo da montagem do gel no aparelho de transferéncia (Semi-Dry Bio-Rad Trans-
Blot®SD semi dry transfer cell). A montagem é constituida por quatro papeis de filtro Gmidos, um gel de
poliacrilamida, uma membrana de nitrocelulose e quatro papeis de filtro imidos.

4.6. Caracterizacdo preliminar das unidades repetitivas das formas prociclicas

de Leishmania enriettii

Os LPGs purificados das duas cepas de L. enriettii foram parcialmente
despolimerizados apds hidrolise &cida branda. Para a realizacdo do experimento da
hidrolise acida branda, os LPGs purificados foram submetidas a um spin de 5 segundos,
foi adicionado HCI a 0,02M na mesma quantidade existente da amostras e

acondicionou-a em banho-maria a 100°C por 5 min.

Apo6s a hidrélise acida branda as amostras foram submetidas a particdo butanol: agua
(1:2). Para a realizacdo da particdo butanol: 4gua adicionou-se 600uL de uma solucao
saturada de butanol/agua (2:1). Homogeneizou-se a amostra no vortex e centrifugou-se
a 14.000rpm por 6-8 minutos. A fase superior (butanolica) contendo a por¢éo central e a

ancora lipidica do LPG foi desprezada.
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Adicionou-se 600uL de solugdo saturada de butanol/dgua (2:1) a fase aquosa que
continha as unidades repetitivas e o cap dos LPGs. A fase aquosa foi removida e

submetida a evaporacdo em centrifuga evaporadora (Speed-Vac) (Soares et al., 2002).

As unidades repetitivas foram tratadas com fosfatase alcalina para remocao dos grupos
fosfato (Mahoney et al., 1999). As unidades repetitivas dos LPGs foram visualizadas
através de eletroforese de carboidratos (Figura 6) (Soares et al.,, 2004). Os
monossacarideos resultantes dos GIPLs foram analisados por eletroforese de

monossacarideos, técnica padronizada e estabelecida por (Soares et al., 2004).

As metodologias aplicadas e o desenvolvimento dos procedimentos laboratoriais
contaram com a colaboracdo da aluna de doutorado do programa de Parasitologia /

UFMG Paula Monalisa Nogueira.

4.7. Eletroforese de carboidratos — FACE (Fluorophore-assisted carbohydrate

electroforesis)

Apdbs a obtencdo de unidades repetitivas, fez-se necessario a derivatizacdo destes
carboidratos para dar carga a eles e torna-los fluorescentes. Neste processo as amostras
foram marcadas com 1L de solugdo de AMAC (0,05M em 15% de acido acético) e

1pL de cianoborohidreto de sédio em THF (1M) (tetraidrofurano).

As amostras foram solubilizadas no vértex, ap6s um spin de 5 segundos, incubadas por
16 horas em banho-maria a 37°C. Apoés a incubacdo, foram adicionados as amostras
2uL de tampéo de amostra 2X (“thorin” a 0,01% em 20% de glicerol) (Figura 6). As
condigdes de gel e da eletroforese foram realizadas de acordo com (Soares et al., 2004)
sob corrente elétrica constante de 20mA. O gel foi visualizado sob luz UV. As amostras

foram aplicadas em um gel conforme a Tabela 2:
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Tabela 2. Condicdes técnicas da eletroforese*

Reagentes

Gel de resolugéo

Gel de concentragéo

Solucéo de gel de resolucéo 38% (p/v) de acrilamida e

2% N,N’ metilenebisacrilamida)

8x tampdo de resolugdo (1,5 M Tris-HCI, pH 8.9)

TEMED (N,N,N,N-etrametiletilenodiamina)

8x tampdo de concentragdo (1M Tris-HCI, pH 6.8)

Solucdo de gel de concentracdo (1,92M glicina,
0,25M Tris-base, pH 8,3)

H,0 destilada
10% de persulfato de amonio (APS)

6,0mL

1,0mL

0,01mL

1,0mL
0,03 mL

0,005mL

0,5mL

2,0mL

1,5mL
0,02 mL

*Volume suficiente para um mini-gel.
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Figura 6. Esquema de fracionamento do LPG. A hidrolise &cida branda (HCI 0,02N, 5 min, 100°C) fragmenta o LPG
e libera glicanos fosforilados e a por¢do central-ancora lipidica. Estas Ultimas sdo separadas dos demais componentes
apos particdo butanol : dgua (2:1). As unidades repetitivas fosforiladas foram entdo tratadas com fosfatase alcalina
para retirada dos grupos fosfato. Os perfis foram posteriormente visualizados por meio de Eletroforese de

carboidratos (adaptado de Mahoney et al., 1999).
4.8. Eletroforese de monossacarideos - FACE (fluorophore-assisted

carbohydrate electroforesis)

Os GIPLs foram submetidos a hidrélise acida forte (acido trifluoroacético 2N, 100°C, 3
horas) para fragmentacdo em monossacarideos. Os oligossacarideos neutros da amostra

dos GIPLs foi solubilizada em 150uL de tampao 15 mM de Tris-HCI com pH 9,0 ao
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qual foi adicionado 1uL de fosfatase alcalina (2 U). Em seguida, a amostra foi incubada

no banho-maria a 37°C por 16 horas para clivagem dos grupos fosfato.

Para dessanilizacdo das amostras, as mesmas foram submetidas a cromatografia de troca
ibnica. Em uma coluna Bio-Rad (#731-1550) foram adicionados 2mL da resina
AG50W-X12 de modo que o volume final apds o empacotamento com metanol/agua
(1:1) fosse de 0,6mL. Em seguida foram adicionados 2mL da resina AG1-X8 submetida
ao mesmo procedimento. A amostra foi aplicada a essa coluna e 0 processo permitiu a

eluicdo das unidades repetitivas neutras em 5mL de agua mili-Q.

O restante do material foi evaporado em centrifuga evaporadora e uma aliquota foi
submetida a hidrolise acida forte com acido trifluoroacético (TFA 2N, 100°C, 3 h). Aos
monossacarideos neutros, obtidos através de hidrolise acida forte, foram adicionados
2uL de AMAC (0,05M em 15% de acido acético) e 2uL de cianoborohidreto de sddio
em THF (1M). As amostras foram incubadas por 18 horas no banho-maria a 37°C ou 3

horas a 40°C (Assis et al., 2012b).

Os géis de resolucdo e concentracdo foram feitos de acordo com (Coelho-Finamore et
al., 2011). O gel foi submetido a eletroforese e visualizado sob luz UV. Para o padrdo
foram utilizados os agUcares D-glicose, D-galactose e D-manose (500ug/mL) (Figura

7). As amostras foram aplicadas em um gel conforme a Tabela 3:
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Figura 7. Esquema de fragmentacdo do GIPL. As unidades repetitivas foram submetidas & hidrolise acida

forte (&cido trifluoroacético 2N, 100°C, 3 horas) para fragmentacdo em monossacarideos. Esses foram

analisados pela Eletroforese de monossacarideo (adaptado de Mahoney et al., 1999).

Tabela 3 Condigdes técnicas da eletroforese*

amonio (APS)

Reagentes Gel de resolugéo Reagentes Gel de
concentragdo
Solugdo de gel de 4,0mL Solugdo de gel de concentragdo (10% 2,0mL
resolugao (10% acrilamida,2,5% ,N’metilenebisacrilamida)
acrilamida,2%N,N’metile
nebisacrilamida)
Tampdo de resolucdo 4x 2,0mL Tampdo de concentragéo 4x (0,5uM Tris-HCI, 1,0mL
0,75 M
0,5 &cido bérico, pH 6.8)

Tris-HCI, 0,5 é&cido
borico, pH 7.0)
TEMED (N,N,N,N- 0,01mL TEMED (N,N,N,N-Tetrametiletilenodiamina) 0,01mL
Tetrametiletilenodiamina)
H,0 destilada 2,0mL H,0 tipo 1 1,0mL
10% de persulfato de 0,03mL 10% de persulfato de aménio (APS) 0,015mL

*Volume suficiente para um mini-gel.
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4.9. Producéo de NO e citocinas em macréfagos murinos

Os animais foram adquiridos e criados conforme as Normas Internacionais de Criagdo e
Uso de Animais de Laboratorio (Guide for the Care and Use of Experimental Animals,
1996) em acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA / Fiocruz
(protocolo P-82/11-4). O protocolo de manuseio para os camundongos ‘“knockout” foi
aprovado pela comissdo Nacional de Bioseguranga (CTNBio) (protocolo

#01200.006193/2001-16).

Os macréfagos peritoneais de camundongos foram estimulados com LPGs e GIPLs das
duas cepas de L. enriettii. Para avaliar uma possivel participacdo dos receptores TLR2 e
TLR4 foram utilizados camundongos fémeas de seis semanas C57BL/6 selvagens
knock-out (TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)). Foram injetados 2mL de tioglicolato de sodio (3%)
via intraperitoneal. Apd6s 72 horas os camundongos foram eutanasiados em camara de
CO,, mergulhados em alcool 70% para desinfeccdo e imobilizados na posicdo declbito

dorsal.

Apo6s a exposicdo da cavidade peritoneal, os macréfagos foram coletados com uma
seringa contendo 5mL de Meio RPMI 1640 n&o suplementado (Sigma®). As células
foram contadas em cémara de Neubauer, ressuspendidas e aplicadas em placa de 96
pocos na concentracdo de 3,5x10° células/poco. A placa foi incubada por 1 hora & 37 °C
em 5% de CO, para adesdo das células. Em seguida, as placas foram acrescentadas IFN-
vy (3U/mL). A placa foi novamente incubada a 37°C em 5% de CO, por um periodo de
24 horas. Conforme trabalhos anteriores do nosso grupo (Assis et al, 2012b, Ibraim, et
al., 2013) a concentragdo escolhida de LPGs e GIPLs utilizada foi 10 pg/mL. Aos pogos
destinados & interacdo, foi adicionado meio RPMI 1680 (Sigma®) suplementado (10%

SFB) contendo os parasitos vivos das duas cepas estudadas, seus respectivos LPGs e
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GIPLs (10pug/mL) e o LPG de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903) (10pug/mL) como
controle positivo. O controle negativo foi representado pelo sobrenadante de
macréfagos pré-incubados com IFN-y e meio de cultura (RPMI 1680 (Sigma®)). Cada
amostra foi preparada em duplicata em duas placas diferentes. A placa foi incubada a
37°C em 5% de CO, por um periodo de 48 horas. Apos este periodo de incubacdo, os
sobrenadantes foram coletados e congelados a -80°C para posterior determinacdo dos

niveis nitrito.

A concentragdo de nitrito no meio de cultura foi determinada através da reacdo de
Greiss (Greiss Reagent System, 2009). As placas foram lidas a 540nm, e as
concentracdes de NO, foram determinadas de acordo com uma curva padrdo, usando
nitrito de sddio em meio de cultura. Os mesmos sobrenadantes foram submetidos a

citometria de fluxo para dosagem de citocinas.

A concentracdo de citocinas (TNF-a, IL-10, IL-1pB, IL-6, e 1L-12p40) nos sobrenadantes
foi determinada usando o Kit CBA (BD® Biosciences, CA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante. A aquisicdo dos dados foi realizada no citbmetro FACS
Calibur (Beckton Dickinson, Mountain View, CA, EUA). A analise dos dados foi
realizada utilizando o programa FlowJo software 7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR,
EUA) para 2400 eventos (minimo de 480 eventos por bead). Apds os dados coletados
foi realizada andlise estatistica e construcdo de gréaficos utilizando o software GraphPad

Prism 5.0.

Os ensaios de dosagem de citocinas e NO contaram com o suporte da Plataforma de
Citometria de Fluxo do Centro de Pesquisas René Rachou /CPQRR com a colaboragéo
da Dra. Ana Claudia Torrecilhas da Universidade Federal de Sdo Paulo / UNIFESP e

das alunas de doutorado Amanda Silveira e Paula Nogueira.
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4.10. Translocacdo de NF-kB

As linhagens celulares de CHO com gene reporter CD25, do tipo TLR2(-/-) TLR4(-/-),
TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (Lien et al., 1999) foram mantidas aderidas como monocamadas
em Ham’s F-12/DMEM suplementado com 5% de SFB, a 37°C, 5% de CO; e
antibidticos. Todas as linhagens celulares foram derivadas a partir de um clone 3E10,
que foi transfectada estavelmente em presenca do gene repdrter CD25, sob o controle do
promotor da E-selectina humano. Este promotor contém um sitio de ligagdo de NF-kB;
a expressao na superficie de CD25 é completamente dependente da translocacdo de NF-

kB para o nucleo da célula (Delude et al., 1998).

Culturas de sete dias de células CHO foram colhidas de uma garrafa de cultura com
tripsina-EDTA e DMEM +F12. Aproximadamente 100 pL (2 gotas da solucdo de
células) foram plaqueadas em cada 24 pocos a uma densidade de 1x10° células/poco,
mantidas por 24h para adesdo & 36 °C em estufa. Apos esse periodo, as moléculas ou
bactérias (Staphylococcus aureus [1000] bactérias/poco, o controlo positivo de TLR2),
o controle positivo de TLR4 LPS (200ng/pogo) e as amostras LPG e GIPL (0,2pg ou
0.02pg/poco) de duas cepas de L. enriettii e L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903)

foram aplicadas em cada poco por 18 h.

As células foram soltas com tripsina-EDTA, lavadas em meio PBS-1x.
Subseqiientemente, as células foram contadas e coradas com PE conjugado com anti-
CD25 (anticorpo para humano CD25, conjugado com R-PE; Caltag Laboratories,
Burlingame, CA) a 1:200 em PBS-1x, em gelo, no escuro, durante 30 min. Apos a
marcacdo, as células foram lavadas duas vezes com o mesmo tampdo, novamente
suspensas em azida de sodio 1mM em PBS, e analisadas por citometria de fluxo no

aparelno FACsCAM (BD Biosciences, San Jose, CA) conforme trabalhos anteriores
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(Lien, E et al., 1999; Ibraim et al., 2013). As analises foram realizadas usando o

programa Cell-Quest™ software package fornecido pelo fabricante (BD Biosciences).

Os ensaios com as células CHO contaram com o suporte da Plataforma de Citometria de
Fluxo do Centro de Pesquisas René Rachou / CPQRR com a colaboragdo do Dr. Marco
Antonio Silva Campos e da aluna de iniciagdo cientifica Natalia Lima Pessoa do

Laboratorio de Imunopatologia/CPQRR.
4.11. Experimento in vivo em cobaias

Estudos anteriores mostraram que pequenas quantidades de saliva de flebotomineos
poderiam aumentar a infeccdo quando co-inoculadas com promastigotas de Leishmania
spp. (Titus & Ribeiro, 1988 ; Belkaid et al., 1998 ; Laurenti et al., 2009a). Propondo um
modelo mais proximo do que ocorre na natureza foi realizado um estudo de infeccéo
usando cobaias infectadas com a cepa L88 (grupo 1, animais nomeados de 1 a 5), cepa
L88 + GSF [Glandula Salivar de Flebotomineo] (grupo 2, animais nomeados de 6 a 10),
cepa Cobaia (grupo 3, animais nomeados de 11 a 15) e cepa Cobaia + GSF (grupo 4,

animais nomeados de 16 a 20).

O modelo animal escolhido foi Cavia porcellus machos jovens, que foram criados
conforme as Normas Internacionais de Criacdo e Uso de Animais de Laboratério (Guide
for the Care and Use of Experimental Animals, 1996) em acordo com o Comité de Etica
no Uso de Animais — CEUA / Fiocruz com licenca p-0237-06 obtidos do Centro de

Criacdo de Animais de Laboratério (CECAL) — Fiocruz / Rio de Janeiro.

Os animais foram mantidos em gaiolas com cinco animais, livre acesso a agua e
comida, numa sala com temperatura controlada, em torno de 24°C, e ciclo claro/escuro
natural (12 horas de claridade a partir das 7:00 h) no Biotério de Experimentacdo do

Centro de Pesquisas René Rachou/FIOCRUZ.
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As glandulas salivares de flebotomineos fémeas da espécie L. longipalpis foram
extraidas com 4-6 de dias de idade da col6nia pertencente ao Laboratdrio de Fisiologia
de Insetos Hematdfagos do Departamento de Parasitologia / UFMG com uso de duas
pingas. Dez glandulas salivares foram dissecadas e colocadas em 20uL de PBS-1x e
armazenadas a -80°C, para cada experimento. Imediatamente antes da utilizacdo, as

glandulas foram sonicadas em banho por 10 segundos (Belkaid et al., 1998).

Para inoculaco intradérmica foram usadas 1 X 10° promastigotas de L. enriettii de cada
cepa que foram centrifugadas em 3000rpm, por 10 minutos. A inoculagdo foi
intradérmica no fucinho utilizando uma seringa de insulina de ImL em um volume de
100pL de PBS-1x contendo as formas promastigotas 1 X 10° (Belkaid et al., 1998)

associadas ou ndo a dois acinos de glandula salivar por animal.

O curso da infeccdo foi avaliado semanalmente (7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77,
84 e 91 dias) através da pesagem dos animais, monitoramento clinico utilizando os
parametros avaliados através da escala analdgica unipolar variando de 0 a 4 pontos
(cianose, lacrimacdo, trem posterior, irritabilidade, piloerecdo, contorcdo, ptoses
palpebral, frémito vocal, hipotermia, tremores, convulsdes e ataxia) ou bipolares
variando de 0 a 8 pontos, sendo 4 o valor representante da normalidade (atividade geral,
respiracdo, reflexo auricular, estimulactes, reflexo corneal, endireitamento, ténus

corporal, e forca de agarrar) e 6bito (sim ou ndo) (Brito, 1994).

As lesdes foram demarcadas com caneta esferografica preta no fucinho da cobaia e sua
impressdo foi realizada sobre uma folha de papel filtro com auxilio de alcool. As
distancias entre as extremidades das lesdes foram medidas com auxilio de uma régua,

posteriormente feito os calculos dessas areas. Os animais foram acompanhados por 91
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dias apos a inoculagdo. Foram necessarios 40 animais, 20 por experimento divididos em

4 grupos (Figura 8)

A extracdo das glandulas salivares dos flebomineos foi realizada no Laboratério de
Fisiologia de Insetos Hemat6fagos do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal de Minas Gerais / UFMG com ajuda do doutorando do programa de
Parasitologia / UFMG Antonio F. Mendes e o0s ensaios de interagdo in vivo foram
realizados no Laboratério de Biomarcadores de Diagnosticos Moleculares (LBDM) /

FIOCRUZ com apoio da Tecnologista / Medica Veterinaria Patricia Martins Parreiras.

p—
Cepalgs Cepal8s CepaCobaia CepaCobaia
+ +
5glandulas 5glandulas
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
5 cobaias 5 cobaias 5 cobaias 5 cobaias

Figura 8. Representacdo esquematica dos tubos eppendorfs utilizados para a infeccdo e divisdo dos grupos dos
animais infectados no experimento de infeccdo in vivo. Foram realizados dois experimentos consecutivos totalizando
40 animais, cujos grupos sdo: grupo 1 (5 animais infectados com a cepa L88), grupo 2 (5 animais infectados com a
cepa L88 +GSF), grupo 3 (5 animais infectados com a cepa Cobaia) e grupo 4 (5 animais infectados com a cepa
Cobaia +GSF).
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4.12. Andlise estatistica

Os dados obtidos apds a estimulagdo dos macréfagos com as diferentes cepas de L.
enriettii e seus respectivos LPGs e GIPLs bem como a medida da espessura das lesdes
foram representadas através da média + desvio-padrdo. O teste Shapiro-Wilk foi
realizado para avaliar a hip6tese nula de distribuicdo Gaussiana dos dados
(considerando P>0,05) (SHAPIRO, 1965). Os testes T student e ANOVA foram
realizados para comparagdo das médias entre amostras independentes e entre 0s grupos,
respectivamente. Os dados foram analisados e os gréficos foram construidos utilizando-
se 0 software GraphPad Prism 5.0 e valores de P<0,05 foram considerados

significativos.
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5. RESULTADOS
5.1. Curva de crescimento

Para conhecer o perfil de divisdo das cepas e obter um ndmero maximo de parasitos
viaveis para os experimentos foi realizada uma curva de crescimento. As cepas
apresentaram um padrdo de crescimento similar, alcancando a fase estacionaria apds o
10° dia. A cepa Cobaia alcancou densidade méxima de 8,7x10° parasitos/mL, enquanto
que para a cepa L88, este nimero foi de 6,5x10° parasitos/mL. Por esta razdo, foi

escolhido o dia 10 de crescimento para extragdo do LPG de ambas as cepas (Figura 9).

1000+
800+
600+

4004 -+ [ enrietti cepa L88

& [ enriettii cepa Cobaia
2001

Mimero de parasitos por 10 “*ml

0123 45678 9101112131415
Dias

Figura 9. Curvas de crescimento tempo dependente das formas promastigotas de cepas de L. enriettii (cepa Cobaia e
L88) em meio M199.

5.2. Purificacéo do LPG

Os LPGs purificados das cepas de L. enriettii foram reconhecidos pelo anticorpo
CATAE evidenciando um arraste caracteristico devido aos carboidratos. O LPG da cepa
L88 apresentou um arraste superior ao da cepa Cobaia, sugerindo que o LPG da cepa

L88 possuiu uma cadeia com maior numero de unidades repetitivas. Conforme
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esperado, o controle positivo (LPG da cepa BH46 de L. infantum) foi reconhecido pelo

anticorpo (Figura 10).

BH46

Cobaia L88

Leishmania enriettii Leishmania infantum

Figura 10. Western-blot de LPG purificado (10ug) de L. enriettii (cepas Cobaia e L88) e L. infantum (BH46) em
presenca do anticorpo CA7AE (1:1000).A purificacdo pode ser observado no gel de poliagrilamida através dos
arrastes presentes tanto no controle quanto nas duas cepas de L. enriettii. O LPG da cepa L88 apresenta um arreste
com maior peso molecular comparado com o peso do LPG da cepa Cobaia.

5.3. Analise do perfil das unidades repetitivas dos LPGs

Todos os LPGs foram hidrolisados para obtencdo de suas unidades repetitivas. Essas
unidades foram marcadas e submetidas a eletroforese para visualizagdo dos perfis de
carboidratos. Para a identificacdo do numero de agucares foi utilizado um padrdo de
peso molecular de oligoglicoses (G1-G7) cujas bandas indicam o perfil de migracdo de

mono a heptassacarideo (Fig. 10).

De acordo com nosso marcador, ambas as cepas apresentaram uma banda na posicao
G2, resultado esperado uma vez que todos os LPGs possuem os dissacarideos Gal-Man

na regido das unidades repetitivas (Figura 10). Desta forma, foram identificados
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somente unidades repetitivas sem cadeias laterais que migraram na posicdo

correspondente a um dissacarideo (G2).

Gal-Man G2 = v
- R 2B
L88

Cobaia

Padrao

Figura 11. Perfil das unidades repetitivas do LPG das cepas de L. enriettii (L88 e Cobaia) visualizados sob luz UV.

As cepa L88 e Cobaia possuem somente dissacarideo na sua unidade repetitiva. Gal = galactose; Man = manose.

5.4. Identificacdo de monossacarideos dos GIPLs

Para determinar quais monossacarideos compdem 0s GIPLs, os oligossacarideos neutros
foram submetidos a hidrolise &cida forte (Figura 11). Ao contrério do que foi observado
no gel de polissacarideos (Figura 10), ocorreu um polimorfismo na composi¢do dos

GIPLs.

Conforme esperado, manose e galactose estdo presentes nas duas cepas de L. enriettii. A
cepa L88 caracteriza-se por ser rica nos monossacarideos galactose e manose, sugerindo
similaridade com o GIPL do tipo Il. J& a estrutura do GIPLs da cepa Cobaia apresenta
em sua composicdo os agucares manose e glicose. Vale ressaltar que este GIPL € rico

em glicose, uma caracteristica nunca observada para GIPLs de Leishmania (Figura 11).
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Manose

Gle/NGle

Galactose

Padrao L88 Cobaia

Figura 12. Perfil de monossacarideos das cepas de L. enriettii (L88 e Cobaia). Controles utilizados como padréo

foram os agUcares manose, glicose/N-acetil glicosamina e galactose (500pg/mL).

5.5. Anélise da producéo de NO em macrofagos murinos

Para determinar o perfil de producdo de NO em macrofagos murinos das linhagens
C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLRA4 (-/-) e possivel participacdo de TLRs, estas células foram
estimuladas com LPGs, GIPLs e formas promastigotas de ambas as cepas de L. enriettii.
Nenhuma ativacdo foi observada para os parasitos vivos, meio de cultura e IFN-y
(Figura 12). N&o houve diferenca estatistica em relacdo a sintese de NO no camundongo
selvagem entre os LPGs das duas cepas, havendo entre os GIPLs (p<0.0001). Nos
camundongos Knock-outs, tanto os LPGs quanto os GIPLs da cepa L88 produziram

maiores quantidades de NO.

Houve diferenca na produgdo de NO ao se comparar os macréfagos C57BL/6 incubados
com LPGs e GIPLs das duas cepas quando comparados aos Knock-outs (p<0.0001).
Esta ativacdo foi primariamente via TLR2 e secundariamente via TLR4. Nos

macrdfagos primados TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) incubados com LPGs e GIPLs das duas

40



cepas, existiu uma diferenca estatistica entre a produgdo de NO entre esses
glicoconjugados. Os resultados apresentados representam dois experimentos em

duplicata (Figura 12).
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Figura 13. Producéo de nitrito em macr6fagos intraperitoneais murinos (C57BI/6 TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)) primados
com IFN—y estimulados com LPGs (10 pg/mL), GIPLs (10 pg/mL) e culturas de promastigotas (MOI 10:1) das cepas
L88 e Cobaia de L. enriettii 48 horas. O LPG de L. braziliensis (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo. Os
resultados representam a média de dois experimentos em duplicata.

5.6. Andlise da producéo de citocinas em macréfagos murinos

De maneira semelhante ao experimento de NO, os sobrenadantes de culturas de
macrofagos das trés linhagens de camundongo (C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-))
foram submetidos a citometria de fluxo para a dosagem das citocinas TNF-a, IL-10, IL-
1B, IL-6, e 1L-12p40. Semelhante a resultados anteriores do nosso grupo (Assis et al.,
2012b, Ibraim et al., 2013), ndo foi observada nenhuma producdo de citocinas por
parasitos vivos de ambas as cepas (Figura 13, 14). Da mesma maneira que foi observado

para NO, a producdo de TNF-a foi maior no LPG e GIPL da cepa L88 (p<0,05) (Figura
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13). Novamente, o papel de TRL2 nesta estimulacdo foi visivel para os glicoconjugados

das duas cepas de L. enriettii.

Né&o foram detectados niveis significativos para a producédo das citocinas IL-10 e IL-1p
em nenhuma das linhagens de camundongos quando estimulados com LPGs, GIPLs e
parasitos vivos. Somente foi detectado estimulagdo para os controles positivos (dados

ndo mostrados).
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Figura 14. Producdo de TNF-o em macr6fagos intraperitoneais murinos (C57BI/6 TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)) primados
com IFN—y estimulados com LPGs (10 pg/mL), GIPLs (10 ug/mL) e culturas de promastigotas (MOI 10:1) das cepas
L88 e Cobaia de L. enriettii 48 horas. O LPG de L. braziliensis (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo. Os

resultados representam a média de dois experimentos em duplicata. O simbolo * representa o valor p<0,05.
De maneira semelhante a TNF-q, tanto o LPG, quanto os GIPLs da cepa L88 induziram
uma producgdo mais alta de IL-6 do que os da cepa Cobaia nos macréfagos da linhagem
C57BL/6 (p<0,05). Para os macrofagos knock-out de TLR2 e TLR4 néo foi observada a
producdo desta citocina nem pelos controles positivos (Figura 14a). De modo

semelhantes aos experimentos anteriores, a producdo de IL-12p40 foi maior pelo LPG
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da cepa L88. A producdo de 1L-12p40 em macrdfagos estimulados por GIPLs das duas
cepas foi muito baixa (Figura 14b). A producédo de IL-12p40 pelo GIPL da cepa Cobaia
foi exclusivamente via TLR2. Esses resultados sugerem para estas citocinas uma

provavel cooperacao entre TLR2 e TLR4.
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Figura 15. Produgdo de IL-6 e 1L-12 p40 em macrdfagos intraperitoneais murinos (C57B1/6 TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-))
primados com IFN—y estimulados com LPGs (10 ug/mL), GIPLs (10 pg/mL) e culturas de promastigotas (MOI 10:1)
das cepas L88 e Cobaia de L. enriettii 48 horas. O LPG de L. braziliensis (100 ng/mL) foi utilizado como controle

positivo. Os resultados representam a média de dois experimentos em duplicata.

5.7. Analise da translocacdo de NF-kB por LPGs e GIPLs

Considerando que TLR2 e TLR4 foram reconhecidos por LPGs e GIPLs das duas cepas
de L. enriettii, o papel de cada um destes receptores foi avaliado isoladamente em
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celulas CHO. Células CHO foram tratadas com LPGs e GIPLs durante 18 h e a
expressao do reporter CD25 foi analisada por citometria de fluxo. Este sistema detecta a

translocacéo do fator nuclear NF-kB.

Foi observado para os LPGs e os GIPLs das duas cepas a auséncia de ativacdo dos
receptores TLR2 e TLR4 (Figuras 15 e 16). Conforme esperado os controles positivos
para TLR2 representados pelo LPG de L. braziliensis e lisado de S. aureus ativaram a
translocagdo de NF-kB (lbraim et al., 2013). O controle positivo para TLR4
representado por LPS também ativou NF-kB. O controle negativo representado pelo
LPG de L. infantum (lbraim et al., 2013) nédo ativou NF-kB. Estes resultados sugerem
que tanto os LPGs quantos os GIPLs de L. enriettii necessitam de possivel co-

participacdo dos dois receptores (TLR2 e TLR4).
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Figura 16. LPGs purificados a partir de duas cepas de Leishmania enriettii (L88 e Cobaia) induzindo a translocagéo
de NFkB através de TLRs. As células CHO expressando TLR2 (TLR2 +), TLR4 (TLR4 +), ou nenhum (TLR2-
/TLR4-) eram ou ndo tratada (linha cinza) ou expostos (linha preta) para LPS, Staphylococcus aureus (SA), LPG de
L. infantum (LPGi), LPG de L. braziliensis (LPGb), LPG de Leishmania enriettii cepa L88 (LPGL88) ou LPG de
Leishmania enriettii cepa Cobaia (LPGCobaia), como indicado. Expressdo de CD25 foi medida por citometria de
fluxo 18 h depois da estimulagdo. Percentagem = percentagem de expressao de CD25 em células estimuladas menos
percentagem de expressdo de CD25 em células ndo estimuladas.
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Figura 17. GIPLs purificados a partir de duas cepas de Leishmania enriettii (L88 e Cobaia) induzindo a translocacéo
de NF-kB através de TLRs. As células CHO expressando TLR2 (TLR2 +), TLR4 (TLR4 +), ou nenhum (TLR2-
/TLR4-) eram ou ndo tratada (linha cinza) ou expostos (linha preta) para LPS, Staphylococcus aureus (SA), LPG de
L. infantum (LPGi), LPG de L. braziliensis (LPGb), GIPL de Leishmania enriettii cepa L88 (GIPLL88) ou GIPL de
Leishmania enriettii cepa Cobaia (GIPLCobaia), como indicado. Expressdo de CD25 foi medida por citometria de
fluxo 18 h depois da estimulagdo. Percentagem = percentagem de expressao de CD25 em células estimuladas menos

percentagem de expressdo de CD25 em células ndo estimuladas.
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5.8. Infeccdo em Cavia porcellus usando duas cepas de L.enriettii

Como os glicoconjugados das duas cepas de L. enriettii apresentaram um perfil pro-

inflamatorio distinto nos experimentos in vitro. Parasitos vivos das duas cepas foram

inoculados em C. porcellus para avaliacao de sua infectividade in vivo.

Né&o foi observada mortalidade durante todo o periodo de observacdo (91 dias) com L.
enriettii. Ndo houve diferenca estatistica entre os pesos do grupo 1 e 2 (Figura 17) ao
longo de todo experimento. Resultado também apresentado para os grupos 3 e 4 (Figura

18) Estes resultados atestam o bom estado dos animais durante todo o experimento.
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Figura 18. Avaliagdo do peso do grupo 1 (infectados com L.enriettii cepa L88) e grupo 2 (infectados com L.enriettii
cepa L88 + GSF). Machos de cobaias foram inoculados na narina com 1x10°® promastigotas de L. enriettii cepa L88.
Semanalmente, foi acompanhado o desenvolvimento do peso. Sdo apresentados a média e o desvio-padrao de todos
0s 5 animais que faziam parte do grupo 1 e 2. Os dados foram analisados usando teste t, ndo indicando diferenca

estatistica (p<0,05)
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Figura 19. Avaliacdo do peso do grupo 3 (infectados com L.enriettii cepa Cobaia) e grupo 4 (infectados com
L.enriettii cepa Cobaia + GSF). Machos de cobaias foram inoculados na narina com 1x10° promastigotas de L.
enriettii cepa L88. Semanalmente, foi acompanhado o desenvolvimento do peso. Sdo apresentados a média e o
desvio-padrdo de todos os 5 animais que faziam parte do grupo 3 e 4. Os dados foram analisados usando teste t, ndo
indicando diferenga estatistica (p<0,05).

Em relacdo as lesdes, a cepa Cobaia ndo causou lesdo evidente. Entretanto, todos
animais apresentaram protuberancia (Figura 19F). Deste modo, as andlises das lesbes
foram restritas apenas a cepa L88 (Figuras 19A-E, 20, Tabela 4). Os animais infectados
comecaram a desenvolver protuberancia e/ou leséo a partir da quarta e/ou quinta semana
de infeccdo (Figura 20, Tabela 4). Houve diferenga estatistica entre o tamanho das
lesGes desenvolvidas pelo grupo 1 em relacdo ao grupo 2 (p<0,05) (Figura 20). O grupo
1, teve uma média de area da lesdo igual a 294,2 mm2 e o periodo de aparecimento e
cura da lesdo foi em torno de seis semanas, enquanto o grupo 2 obteve um valor 477,2
mm2 e um periodo maior de dez semanas. A partir da nona semana pos-infeccéo,
observou-se uma reducdo gradual na area da lesdo desencadeada pela L. enriettii cepa
L88, que culminou com auséncia de lesdo detectavel a partir da décima terceira semana
pos-infecgédo (Tabela 4). Estes dados mostram que a infeccdo juntamente com extrato de
glandula salivar de flebotomineo (GSF) exacerbou a infec¢do, aumentou o tempo de

desenvolvimento e cicatrizagdo das lesdes.
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Figura 20. Curso do surgimento e cicatrizago das lesdes. Machos de cobaias foram inoculados na narina com 1x10°

promastigotas de L. enriettii cepa L88 e Cobaia. A — Cavia porcellus ndo infectado. B — Cavia porcellus infectado
com a cepa L88 (4 semanas de infeccdo). C — Cavia porcellus infectado com a cepa L88 (5 semanas de infec¢do). D —
Cavia porcellus infectado com a cepa L88 + GSF (7 semanas de infec¢do). E — Cavia porcellus infectado com a cepa
L88 (8 semanas de infecgdo). F — Cavia porcellus infectado com a cepa Cobaia (protuberancia desenvolvida ap6s 4
semanas de infeccéo).

49



(p=0,05)

Cavia porcellus infectados com Leishmania
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Figura 21. Curva de desenvolvimento de lesdo em cobaias do grupo 1(Grupo de cobaias infectados com L. enriettii
cepa L88) e do grupo 2 (Grupo de cobaias infectados com L. enriettii cepa L88 + GSF). Machos de cobaias foram
inoculados na narina com 1x10° promastigotas de L. enriettii cepa L88. Semanalmente, foi acompanhado o
desenvolvimento da lesdo, que foram demarcadas com caneta esferogréfica preta no focinho da cobaia e sua
impresséo foi realizada sobre uma folha de papel filtro com auxilio de alcool. As areas das impressdes das lesdes das
cobaias foram medidas com auxilio de uma régua. S&o apresentados a média e o desvio-padréo de todos os 5 animais

que faziam parte do grupo 1 e 2. Os dados foram analisados usando teste t, indicando diferenca estatistica (p<0,05).
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Tabela 4. Dados do desenvolvimento de protuberancia e/ou leséo nos Cavia porcellus

|
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zZ
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6. DISCUSSAO

Esse trabalho propds pela primeira vez estudar duas cepas do protozoario L. enriettii
isoladas em diferentes periodos. Antes desse estudo, desconhecia-se o perfil de
crescimento dessa espécie, 0 curso e 0 padrdo das lesbes causadas pela infecgdo, a
constituicdo bioguimica de seus glicoconjugados (LPG e GIPL), a produ¢do de NO e
citocinas, os receptores envolvidos neste ativacdo e a infectividade in vivo para seu

hospedeiro natural.

As duas cepas de L. enriettii atingiram um crescimento menor que do o observado em
trabalhos anteriores de nosso grupo para L. infantum e L. braziliensis ndo alcancando
densidade superior a 1 x10” células/mL. A cepa Cobaia apresentou crescimento maior
do que a cepa L88, embora ambas tenham atingido a fase estacionaria no 10° dia de
cultivo. Leishmania braziliensis (MHOM/BR/1975/2903) atingiu a fase estacionaria no
sexto dia (2 x10" parasitos/ml) enquanto que L. infantum (MHOM/BR/70/BH46)
apresentou um pico méximo no nono dia (1,3 x10’ parasitos/mL) (lbraim et al., 2012).

Deste modo, escolhemos o0 10° dia para a extragdo dos glicoconjugados.

Trabalhos que buscam compreender e explicar os mecanismos de interacdo de
Leishmania com seus hospedeiros constituem uma ferramenta importante no
entendimento da biologia deste parasito. Dentre as moléculas que podem auxiliar no
sucesso da infeccdo desse protozoario ao ambiente hostil presente nos hospedeiros
vertebrados e invertebrados pode-se destacar o papel fundamental dos glicoconjugados

(Turco, 2003).

O termo “glicoconjugados” refere-se a qualquer molécula que possua algum motivo de
carboidrato ligado covalentemente a outra classe de moléculas como lipideos e

proteinas. Dentre eles, o lipofosfoglicano (LPG), que é o glicoconjugado de Leishmania
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gue apresenta maior numero de estudos em espécies do Velho Mundo (McConville &
Ferguson, 1993; Schneider et al., 1994; Sacks et al., 1995; Zawadzki et al., 1998;
Soares et al., 2004) e mais recentemente no Novo Mundo (Soares et al., 2002; Soares et

al., 2005; Coelho-Finamore et al., 2011; Assis et al., 2012a; Ibraim et al., 2013).

Dentre os LPGs da cepa do Novo Mundo, objeto do nosso estudo ja sdo conhecidos 0s
das espécies L. mexicana (llg et al., 1992), L. infantum (Soares et al., 2002), L.
braziliensis (Soares et al., 2005) e cepas de L. infantum (Coelho-Finamore et al., 2011).
O LPG de Leishmania mexicana (llg et al., 1992), caracteriza-se por possuir uma [-
glicose ligada aos residuos de galactoses das unidades repetitivas.O LPG de L. infantum
(cepa PP75) apresentou uma [B-glicose nas cadeias laterais das unidades repetitivas, apos
a metaciclogénese, esta B-glicose desaparece (Soares et al., 2002). Em L. braziliensis
acontece o oposto, as formas prociclicas ndo possuem cadeias laterais e as metaciclicas
possuem 1-2 B-glicoses, sendo este tipo de metaciclogénese nunca observado em outra
espécie de Leishmania (Soares et al., 2005). Mais recentemente o polimorfismo da
molécula do LPG de 17 cepas de L. infantum foi caracterizado e divididos em 3 tipos: I)
sem cadeias laterais; I) com uma cadeia lateral de glicose e Ill) com até 3 cadeias
laterais de glicose (Coelho-Finamore et al., 2011). O LPG das duas cepas de L. enriettii
apresentam 0 mesmo padrdo encontrado na regido de unidades repetitivas do LPG de L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M2903) (Soares et al., 2005). Porém esses LPGs ndo sao
semelhantes, visto no Western-Blot, o LPG da cepa L88 apresenta uma cadeia mais

longa de unidades repetitivas que o LPG da cepa Cobaia (Figura 21).
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C) LPG de prociclica de L. braziliensis cepa M2903 (Soares et al.. 2005)

d S

Oligossacarideo neutro terminal Regifo de unidades repetitivas Porgdo central
Galactose - Manose - Fosfato

Ancora lipidica

Figura 22. Diagrama esquematico do LPG de L. enriettii prociclicas. A estrutura da porgéo central é Gal (al, 6) Gal
(al, 3) Galf (al, 3) [Gle (al-PO,) -6]-Man (al, 3) Man (al, 4) GlcN (al, 6), ligado a uma ancora lipidica de 1-O-
alquil-2-liso-fosfatidillinositol. As unidades repetitivas sdo 6-Gal (B1, 4) Man (al)-PO4. Os nimeros precisos de
Galactose, Manose e Fosfato da regido de unidades repetitivas dos LPGs de L. enriettii ndo sdo conhecidos e a

constituigdo do Cap. P = fosfato.

Trabalhos anteriores da literatura definiram que os GIPLs de Leishmania podem
ser classificados em tipo I, 1l e hibridos (revisado por Assis et al., 2012a). Os GIPLs do
tipo I, em sua maioria apresentam um residuo de manose como acucar mais distal é
identificado pela substituicdo do sexto carbono da manose proximal por um residuo de
manose (Manal-6Mana1-4GIcN-Pl). Os GIPLs do tipo | sdo a forma predominante em
Leishmania donovani, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica (Schneider et al.
1994). Os GIPLs do tipo Il possuem como caracteristica a substituicdo do terceiro
carbono da manose proximal por um residuo de manose (Manal-3Mana1-4GIcN-PI).
Estes GIPLs sdo comumente encontrados em Leishmania major, Leishmania mexicana
(Mcconville & Ferguson, 1993) e Leishmania panamensis. O terceiro grupo, dos GIPLs
hibridos, compartilha caracteristicas estruturais com 0s dois primeiros tipos e possuem

adi¢do de uma manose em no terceiro e sexto carbono da manose proximal (Manal-
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3(Manal-6)Manal-4GIcN-Pl) encontrados em L. mexicana e L. donovani (Mcconville
& Ferguson, 1993). Em nosso trabalho, os GIPLs das duas cepas possuem diferencas
marcantes. O da cepa L88 é caracterizado por ser um GIPL rico em galactose,
semelhante ao GIPL do tipo Il. O GIPL da cepa Cobaia possuiu uma composi¢éo rica
em glicose, uma caracteristica nunca observada anteriormente. Estas diferencas
refletiram no padréo de ativacdo dos macréfagos quando estimulados com os GIPLs das

duas cepas durante os eventos iniciais da infeccéo.

Quando um hospedeiro vertebrado é infectado com o protozoario Leishmania, o
reconhecimento dessas células invasoras é realizado pelos PAMPS e os receptores do
tipo TLRs. Os receptores utilizados pela Leishmania sp. sdo TLR2, TLR3, TLR4 e
TLR9 (Tuon et al., 2008; Assis et al. 2012a; Faria et al., 2012). A ativacdo destes
receptores é dependente de uma proteina adaptadora denominada MyD88 e esta
associada a producdo de citocinas pro-inflamatérias (Becker et al., 2003; De Veer et.
al., 2003; lbraim et al., 2013). Algumas citocinas comprovadamente sintetizadas por

essa parasitose podem ser citadas: TNF-a, IFN-y, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-12 e NO.

O papel de NO no controle de infec¢bes por Leishmania e sua modulagdo, tem sido
objeto de estudo em varios trabalhos. Camundongos que ndo expressam 0xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) foram incapazes de controlar a infeccdo por L. major (Wei et
al., 1995). Estudo demonstrou que o LPG sinergicamente com IFN-y regulou a
expressdao de INOS em macrofagos de camundongos. No entanto, a incubacdo de
macrofagos com LPG antes da ativacdo com IFN- y conduziu na inibicdo da expressao
de iINOS. A expressdo do iNOS estd diretamente relacionada com a atividade
leishmanicida dos macrofagos. A atividade reguladora de iINOS pelo LPG é regulada

pela por¢édo PG da estrutura do seu LPG (Proudfoot et al., 1996).
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O LPG da cepa L88 caracteriza-se por ter uma longa cadeia de unidades repetitivas e
maior peso molecular do que a da cepa Cobaia. Ndo houve diferenca estatistica da
producdo de NO pelos LPGs das duas cepas nos camundongos selvagens, porém nos
camundongos Knock-outs houve maior producdo de NO tanto pelo LPG quanto pelo
GIPL da cepa L88. Esses resultados estédo de acordo com a literatura, que demonstraram
em estudo usando macr6fagos murinos primados com INF-y expostos a diferentes LPGs
de L. infantum e de L. major, que os LPGs mais complexos estimularam uma produgéo

mais elevada de NO (Proudfoot et al., 1996; Coelho-Finamore et al., 2011).

Trabalhos anteriores utilizando GIPLs das espécies L. major, L. braziliensis e L.
infantum, demonstraram o papel anti-inflamatorio desse glicoconjugado de inibir a
producdo de NO quando estimulados com IFN-y e LPS, reduzindo a atividade
leishmanicida (Proudfoot et al., 1995; Assis et al., 2012b). Este perfil ndo foi observado
aqui, sendo que os GIPLs das duas cepas de L. enriettii foram capazes de sintetizar
significamente niveis de NO e das outras citocinas. O GIPL da cepa L88 produziu uma
maior quantidade de NO que o GIPL da cepa Cobaia, sendo mais pré-inflamatorio. Este

papel pode ser devido a sua estrutura rica em galactoses.

Receptores do tipo Toll (TLR) sdo proteinas localizadas na membrana plasmatica e em
membranas internas de macréfagos, células dendriticas e células NK, além de estarem
presentes na membrana de linfocitos T e B. Existem atualmente 13 TLRs de mamiferos
descritos, enquanto TLRs 1-9 sdo funcionalmente conservadas entre os seres humanos e
camundongos, TLR10 parece ser exclusivo de seres humanos, mas divergente no C-
terminal em camundongos, tornando-a inoperante. TLR11 é funcional no camundongo,
mas ausente em humano (Kaye & Aebischer, 2011). Dependendo do tipo de receptor
Toll, do parasito, do momento da infeccdo e do tipo celular, a presenca dessa proteina

de membrana podera favorecer o desenvolvimento ou controle de uma infeccéo.
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A ativacdo de NO no presente estudo pelos LPGs e GIPLs das duas cepas de L. enriettii,
foi preferencialmente via TLR2 e secundariamente via TLR4. Os dados de GIPLs
diferem-se dos encontrados na literatura em espécies do Velho (Proudfoot L et al 1995)
(Proudfoot L et al., 1996) e Novo Mundo (Assis et al., 2012b), que demonstraram essa

ativacdo ser principalmente através de TLR4 e, em menor medida, TLR2.

TLR2 foi o primeiro a ser incriminado como o receptor de LPG em macro6fagos e em
células NK (De Veer et. al., 2003) (Becker et al., 2003). In vivo, camundongos TLR4 (-
/-) sdo mais suscetiveis as infecgdes por Leishmania, ndo conseguindo conter
eficientemente o desenvolvimento de lesGes (Kropf et al., 2004) enquanto TLR2 mostra
ter um papel mais regulador em células dendriticas infectadas com L. braziliensis
(Vargas-Inchaustegui et al., 2009). Macrofagos primados com IFN-y estimulados com
LPG de L. braziliensis e L. infantum ndo produziram quantidade significativa de 1L-2,
IL-4, IL-5 e IFN-y, em contrapartida, sintetizaram significativamente TNF- o, IL- 1p e
IL -6. A espécie L. braziliensis produziu maior quantidade de TNF-a, IL-1p, IL-6 e NO
comparado com a outra espécie estudada. O trabalho sugeriu que os dois LPGs foram
capazes de modular diferencialmente as fun¢des dos macréfagos, havendo participacdo
preferencial de TLR2 e secundariamente TLR4 (lbraim et al., 2013). Porém ao se
utilizar células CHO transfectadas isoladamente com TLR2 e TLR4, foi observado que
apenas 0 LPG de L. braziliensis foi um agonista de TLR2 confirmando os resultados de

Becker et al. (2003) e de Veer et al. (2003).

Macrofagos primados com IFN-y estimulados com GIPLs demonstraram que esses
glicoconjugados de L. braziliensis e L. infantum estimularam pequenas quantidades de
NO e TNF-o, via TLR4. Os GIPLs foram considerados moléculas inibidoras de
citocinas, favorendo a sobrevivéncia do parasito dentro do hospedeiro vertebrado (Assis

et al., 2012b). Em nosso trabalho, foi observado um perfil diferente. Embora os GIPLs
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tenham sido capazes de estimular a producdo de NO e TNF-a, foi também observada a
producdo de IL-6 e IL-12 p40 em macrofagos primados com IFN-y e estimulados com
LPGs e GIPLs das duas cepas de L. enriettii. Esses achados podem estar relacionados a
espécie de Leishmania. Esta ativacdo foi preferencialmente pelo receptor TLR2 e
secundariamente TLR4. Nao foram detectados niveis significativos das citocinas IL-10
e IL-1B em nenhuma das linhagens de camundongos. Deste modo, 0 parasito e suas
moléculas foram capazes de modular diferencialmente a producéo de NO e citocinas em

macrdfagos murinos.

Avaliando isoladamente o papel de cada TLR, utilizando células CHO foi observado
que os LPGs e os GIPLs ndo foram capazes de ativar TLR2 e TLR4, sugerindo uma co-
participacdo dos dois receptores. E sabido que para os lipopeptideos de bactérias e para
as GPI-mucinas de T. cruzi (Gazzinelli & Denkers, 2006) podem ocorrer dimerizagdo
entre TLR1/6 e TLR2/6 propiciando uma melhor ativacdo (Kumagai & Akira, 2010).
Resultados semelhantes foram observados também para os LPGs de L. infantum e L.
braziliensis (Ibraim et al., 2013). Entretanto, o fendmeno de dimerizacao entre TLR2/4
ainda é desconhecido e devera ser mais bem explorado com os LPGs e GIPLs das duas

cepas de L. enriettii estudadas no presente trabalho.

Considerando que diferentes espécies de Leishmania e até mesmo cepas isoladas de
uma mesma especie podem levar a diferentes manifestacGes clinicas em um mesmo
hospedeiro (Teixeira et al., 2011) e que morbidade e a forma clinica da doenca estdo
diretamente relacionadas a viruléncia do parasita, bem como ao status imunolégico dos
hospedeiros fez-se necessario um estudo mais especifico em relacdo a espécie L.

enriettii.
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Para se conhecer e descrever o perfil de infec¢do da L. enriettii foi utilizado duas cepas
(MCAV/BR/1945/L88 e MCAV/BR/1985/COBAIA_SP) que foram isoladas de Cavia
porcellus em dois momentos diferentes no Estado do Parand e Sé&o Paulo,
respectivamente, Brasil. Os animais escolhidos como modelo foram machos de Cavia
porcellus. Trabalhos anteriores demonstraram que pequenas quantidades de saliva de
flebotomineos poderiam aumentar a infec¢do quando co-inoculadas com promastigotas
de Leishmania spp (Titus & Ribeiro, 1988; Belkaid et al., 1998; Laurenti et al., 2009a;
Laurenti et al., 2009b). Propondo um modelo mais proximo do que ocorre na natureza
foi realizado um estudo de infeccdo usando GSF associada ou ndo a cada uma das cepas

estudadas.

Os animais infectados com a cepa Cobaia ndo desenvolveram les&o ulcerada, enquanto
animais infectados com a cepa L88 desenvolveram lesdo ulcerada a partir da quarta e/ou
quinta semana de infecgdo. Os animais do grupo 2 desenvolveram lesdes maiores que
infeccdes exclusivamente com os parasitos da cepa L88, havendo um aumento da area
em mm2, quando associados a GSF, de cerca de 38,35 %. Esses dados estdo de acordo
com 0s encontrados na literatura que comprovaram que em alguns modelos a saliva de
L. longipalpis tem a capacidade de aumentar a area da lesdo e o tempo de cicatrizacdo
da lesdo (Brown & Rosalsky, 1984; Theodos et al., 199 ; Sadlova, 1999; Donnely et al.,

1998; Melo et al., 2001).

A L. enriettii cepa L88 caracterizou-se por ter um LPG com uma regido de unidades
repetitivas longa, tanto os LPGs quanto seus GIPLs produziram maiores quantidades de
NO e citocinas em camundongos Knock-outs. O LPG e o GIPL da cepa L88 foram
capazes de desencadear a produgdo de maiores quantidades de TNF-a, IL-6 e 1L-12p40
em comparagdo com a cepa Cobaia (p<0,05). Estes resultados in vitro foram

confirmados in vivo, onde a cepa L88 foi capaz de desenvolver lesdo ulcerativa.
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Estes resultados demonstram que as cepas de L. enriettii isoladas em dois periodos
distintos diferem entre si na estrutura dos seus glicoconjugados, no perfil proé-
inflamatorio e de infectividade para o seu hospedeiro vertebrado. Este trabalho é parte
de um projeto maior que pretende elucidar aspectos desconhecidos da glicobiologia de

espeécies de Leishmania do Novo Mundo.
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CONCLUSOES

O LPG das cepas de L. enriettii ndo possuem cadeias laterais;

O LPG da cepa L88 possui a regido de unidades repetitivas do LPG mais longa

do que da cepa Cobaia;

Ocorreram variacdes intra-especificas nos GIPLs de L. enriettii, 0 GIPL da cepa
L88 é rico em galactose (similar ao tipo Il), enquanto que o GIPL da cepa

Cobaia é rico em glicose, um GIPL ainda ndo descrito.

Tanto os LPGs quanto os GIPLs foram capazes de estimular a producdo de NO e
citocinas (TNF-a, IL-6 e IL-12p40) em macr6fagos murinos via TLR2 e

secundariamente via TLR4,

Né&o foram detectados niveis significativos para a producgdo das citocinas IL-10 e

IL-1B em macrofagos estimulados com LPGs e GIPLs e L. enriettii;

Os LPGs e GIPLs da cepa L88 tiveram um perfil mais pré-inflamatério do que

os da cepa Cobaia;

LPGs e os GIPLs ndo foram capazes de ativar TLR2 e TLR4 em células CHO

separadamente, sugerindo uma co-participacéo dos dois receptores.

A cepa L88 foi a Unica capaz de desenvolver lesdes ulcerativas em Cavia
porcellus. Estas lesGes foram mais exacerbadas na presenca de glandula salivar

de flebotomineo.
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