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Resumo

O LPG ¢ o principal glicoconjugado da superficie de Leishmania sendo constituido
por quatro dominios: (I) uma ancora lipidica de 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol, (II) uma
parte central formada por um heptassacarideo Gal(al,6)Gal(al,3)Galdp1,3)[Glc(al)-
PO4]Man(al,3)Man(al,4)-GlcN(al), (III) uma regido de unidades repetitivas fosforiladas
Gal(B1,4)Man(al)-PO4 e (IV) um oligossacarideo terminal ("cap"). As variagdes na seqiiéncia
e composicao de agticares ligados as unidades repetitivas e ao cap atribuem polimorfismos a
molécula de LPG. O polimorfismo interespecifico do LPG tem sido amplamente estudado
para espécies do Velho e do Novo Mundo e demonstra implica¢cdes na especificidade da
interacdo parasito-vetor. Entretanto, pouco se sabe sobre a variabilidade intraespecifica da
molécula de LPG. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar o grau de polimorfismo das
unidades repetitivas do LPG de 16 cepas de Leishmania infantum do Brasil, Franga, Tunisia e
Algéria. Além disso, o papel deste polimorfismo foi avaliado durante a interagdo in vivo de L.
infantum com Lutzomyia longipalpis e na interagdo in vitro dos parasitos e seus respectivos
LPGs com macréfagos murinos. O polimorfismo das unidades repetitivas do LPG de L.
infantum foi considerado relativamente baixo e, de acordo com suas modificagdes, o LPG foi
classificado em trés tipos: tipo I, LPG cujas unidades repetitivas ndo apresentam cadeias
laterais; tipo II, LPG cujas unidades repetitivas apresentam cadeias laterais contendo um
residuo de B-glicose e, tipo III, LPG cujas unidades repetitivas apresentam cadeias laterais
contendo até trés residuos de glicose. Essas variacdes no LPG ndo afetaram a densidade de
parasitos no intestino do vetor. No entanto, foi observada uma tendéncia a maior produgdo de
Oxido Nitrico (NO) por macréfagos estimulados por LPGs glicosilados do tipo II. Juntos, os
resultados obtidos neste trabalho indicam que o polimorfismo intraespecifico do LPG de L.
infantum ndo tem efeito sobre a interagdo do parasito com seu vetor, mas exerce papel
regulatorio sobre a produgdo de NO. A caracterizacdo de todos estes LPGs, realizada pela
primeira vez com uma ferramenta bioquimica, confirma os dados de estudos moleculares

anteriores e nos permitem considerar que L. chagasi e L. infantum sao a mesma espécie.
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Abstract

LPG is the major surface glycoconjugate of Leishmania having four domains: (I) a
phosphatidylinositol lipid anchor, (II) a phosphosaccharide core, (III) a repeating
phosphorylated saccharide region and (IV) a small oligosaccharide cap structure. Variations
in the composition and sequence of sugars that branch off the repeat units and the
oligosaccharide cap ascribe polymorphism to LPG. The LPG interspecific polymorphisms
have been studied to Leishmania species from Old and New World and they have been
implicated in the specificity of interaction parasite-vetor. However, it is still unknown the
level of polymorphism in this moiety in a given species from different regions. In this study, it
was evaluated the intraspecific variation in the repeat units of LPG in 16 strains of L.
infantum from Brazil, France, Tunisia and Algeria. Moreover, the significance of these
modifications was investigated during in vivo interaction of L. infantum with Lutzomyia
longipalpis and, in vitro interaction of the parasites and respective LPGs with murine
macrophages. The structural polymorphism in the L. infantum LPG repeat units was relatively
slight and consisted of three types: Type I, which does not have side chains; type II, having
one B-glucose residues that branch off the disaccharide-phosphate repeat units and, type III,
having up to three glucose residues (oligo-glucosylated). There were no consequential
differences in the parasite densities in the sand fly midgut infected with Leishmania strains
exhibiting types I, II and III LPGs. However, a higher nitric oxide (NO) production was
observed in murine macrophages exposed to glucosylated type II LPG. In conclusion, the
polymorphism observed in the L. infantum LPG has no effect in interaction with the
invertebrate host, but has a differential effect in the NO synthesis by murine macrophages.
Our biochemical data are in agreement with previous molecular studies considering that L.

infantum and L. chagasi are the same species.
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1 Introducio

As leishmanioses sdo um grave problema de saude publica devido ao aumento no
numero de casos registrados a cada ano e a mudanca no padrao de distribuigdo da doenca.
Embora originalmente rurais, as leishmanioses se encontram em franca expansao atingindo os
grandes centros urbanos. As dificuldades no controle de reservatérios e vetores, a ineficacia
dos tratamentos devido ao desenvolvimento de cepas de Leishmania resistentes e a
inexisténcia de vacinas humanas sao fatores que contribuem para a expansao da doenga.

Estudos que auxiliem a compreensdo dos mecanismos de interacdo de Leishmania
com seus hospedeiros constituem uma ferramenta importante no entendimento da biologia
deste parasito. Desta forma, a variabilidade genética em Leishmania tem sido alvo de um
grande niumero de estudos que buscam identificar marcadores de viruléncia e correlaciona-los
com a imunopatologia da doenga.

Um fator de viruléncia importante, o lipofosfoglicano (LPG), ¢ o glicoconjugado
majoritario da superficie de Leishmania. Esta molécula esta envolvida em uma série de
eventos que permitem a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos parasitos dentro do trato
intestinal de seus vetores bem como nas células do hospedeiro vertebrado.

Os polimorfismos interespecificos na molécula de LPG conferem especificidade na
interagdo entre os parasitos e seus vetores e atuam na regulacdo da produgdo de importantes
moléculas efetoras do sistema imune do hospedeiro vertebrado.

Entretanto, a variabilidade intraespecifica desta molécula e suas implicacdes na
relagdo parasito/hospedeiro sdo pouco conhecidas. Como parte de um amplo estudo que
pretende caracterizar moléculas glicosiladas de espécies de Leishmania do Novo Mundo, o
objetivo deste trabalho foi caracterizar o LPG de diferentes cepas de L. infantum do Brasil, da
Europa ¢ da Africa e avaliar o seu papel na interagio do parasito com o vetor e com 0s

macrofagos murinos.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o grau de polimorfismo intraespecifico nas unidades repetitivas do LPG de L.

infantum ¢ o seu papel na interagdo com L. longipalpis e com macréfagos murinos.

2.2 Objetivos especificos

. Extrair, purificar e caracterizar as unidades repetitivas do LPG das diferentes cepas de
L. infantum;

. Avaliar a producao de 6xido nitrico (NO) em macrofagos murinos estimulados por
cepas de L. infantum e seus respectivos LPGs;

o Avaliar a densidade de parasitos no intestino médio de L. longipalpis infectado com as

diferentes cepas de L. infantum.
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3 Revisao de literatura

As leishmanioses sao doencas de amplo espectro clinico e epidemiolégico dependendo da
espécie do parasito, vetor e hospedeiro envolvidos. O agente etiologico ¢ um protozoario do
género Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que é transmitido ao homem e a outros
hospedeiros pela picada de fémeas de flebotomineos (Psychodidae: Phlebotominae) (Killick-
Kendrick, 1990). O ciclo de transmissdao pode ser antroponotico quando o homem ¢ o principal
reservatorio, como na [ndia, ou zoonético quando animais assumem tal funcdo (Desjeux, 2001).
Seu ciclo de vida ¢ do tipo digenético, alternando-se entre hospedeiros vertebrados e
invertebrados. As formas amastigotas sdo encontradas no interior de células do sistema
monocitico fagocitario, enquanto as formas promastigotas se desenvolvem dentro do vetor (Bates,

2004) (FIG. 1).

Inoculagio de Promastigotas séo
promastigotas fagocitadasz por
Divisio e (1] durante o neutréfilos e

repasto macréfagos

N\
o ®

| A migracio

g para regifio —

l /b'\-r © anterior ” %
. ’

Nvh &

G

Transformacio de amastigotas em

Transformagio de promastigotas
em amastigotas

promastigotas no intestine do vetor

Ingestao de macréfagos

infectados 9

Eepasto sanguineo

hitp iiwww. dpd cdec govidpdx

Figura 1: Representag¢do do ciclo de vida de Leishmania spp.(Adaptado do site CDC) (A); formas
promastigotas (B) e amastigota (C) do parasito.
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A doenga afeta cerca de 12 milhdes de pessoas em todo o mundo, das quais 500 mil
desenvolvem a forma visceral e 1,5 milhdes a forma tegumentar a cada ano. Entretanto, este
nimero pode ser subestimado, uma vez que as leishmanioses sdo doencas de notificacao
obrigatoria somente em 40 dos 88 paises em que ocorrem (WHO, 2004). Cerca de 350
milhdes de pessoas vivem na area de distribuicao das leishmanioses, tanto no Novo quanto no
Velho Mundo (Matlashewski, 2001; Desjeux, 2004).

Existem trés tipos basicos da doenca: leishmaniose cutanea (LC), mucocutanea (LMC)
e visceral (LV) (Cunningham, 2002). No Novo Mundo, a LC caracteriza-se por lesdes que
podem curar-se espontaneamente ¢ sdo causadas pelas espécies do complexo “Leishmania
mexicana” como Leishmania (Leishmania) mexicana, Leishmania (L.) amazonensis e
Leishmania (L.) venezuelensis e por espécies do sub-género Viannia, incluindo Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (V.) panamensis, Leishmania (V.) guyanensis, Leishmania
(V.) peruviana, Leishmania (V.) lainsoni, Leishmania (V.) shawi e Leishmania (V.) naiffi. No
Velho Mundo, a LC ¢ causada principalmente por Leishmania (L.) major e Leishmania (L.)
tropica. As LMCs, que manifestam-se como lesdes desfigurantes nas mucosas oral, nasal e da
faringe, sdo causadas principalmente por L. (V.) braziliensis e em menor grau por L. (V.)
panamensis A LV, manifestagdo mais grave da doenca, caracteriza-se por sinais sistémicos
como febre, perda de peso, hepatomegalia e esplenomegalia, levando a morte do paciente em
mais de 90% dos casos quando ndo tratada. E causada pelas espécies Leishmania (L.)
donovani, e Leishmania (L.) infantum (syn. Leishmania (L.) chagasi) que atingem
principalmente a india, Bangladesh, Sudio, Etiopia, Kenya e Brasil, paises responsaveis por
90% dos casos da doenca (Herwaldt, 1999; Ashford, 2000; Matlashewski 2001; Davidson,
2005).

Os métodos diagnosticos atualmente disponiveis baseiam-se principalmente na
detec¢do de parasitos (esfregacos corados, cultura e histopatologia) e em métodos
imunologicos para a avaliagdo da resposta celular (leishmaniose tegumentar) ou humoral
(leishmaniose visceral). Além disto, o uso de métodos moleculares como a PCR tem se
mostrado bastante Util para o diagndstico e tipagem das leishmanias, possuindo alta
sensibilidade e especificidade (Mimori et al., 1998; Marques et al., 2006; Singh, 2006; Rocha
etal., 2010).

O tratamento das leishmanioses humanas ¢ realizado com o uso de antimoniais
pentavalentes: antimoniato de N-metil meglumina — Glucantime® e estibogluconato de sédio -
Pentostan® que, no Brasil, constituem os farmacos de primeira escolha (Gontijo, 2004). Na

India, devido ao aparecimento de cepas resistentes ao Glucantime, a droga de primeira
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escolha ¢ a Anfotericina B (Singh, 2004). No entanto, a toxicidade, a baixa eficacia, ¢ a
resisténcia a esses farmacos t€ém impulsionado o estudo de novas formulacdes e mesmo de
novos compostos. Atualmente, outras drogas estdo disponiveis para o tratamento da LV como
¢ 0 caso da paromomicina e da miltefosina oral (Moore, 2010). Outros fatores como a co-
infec¢do com HIV podem também levar a falhas terapéuticas (Pintado et al., 2001).

Vacinas contra a LV canina encontram-se ainda em desenvolvimento. Atualmente,
existem duas vacinas em uso no mercado: a Leishmune®, desenvolvida pela Universidade
Federal do Rio de Janeiro (Borja-Cabrera et al., 2002) e a Leishtec®, recentemente
desenvolvida por grupo da Universidade Federal de Minas Gerais (Fernandes et al., 2008).
Embora tenham conferido niveis de prote¢do promissores, estas vacinas ainda carecem de
mais estudos no campo (Fase III e IV) para real determinacdo de sua eficécia.

Além do diagndstico e tratamento de casos humanos, o controle de vetores ¢ outra
medida adotada no controle das leishmanioses. Tal medida envolve as mais variadas formas
de utilizagdo de inseticidas (aplicacdoes dentro ou fora dos domicilios, uso de coleiras
repelentes) e ¢ direcionada ao controle de adultos, ja que as formas imaturas do inseto sdo
dificilmente encontradas. No entanto, essa medida tem se tornado cada vez mais limitada
devido a necessidade de equipamentos e treinamentos adequados para uma utilizagdo em
larga escala (Alexander, 2003).

A taxonomia do género Leishmania tem sido alvo de intensa investigacdo,
especialmente nas Américas, onde a origem do agente etioldgico da LV ¢ controversa e divide
opinides entre uma origem nativa dos parasitos ou a importacdo desses. A eletroforese de
isoenzimas (MLEE), padrdo ouro para a caracterizagdo de isolados de Leishmania, permitiu a
identificacao de diferentes zimodemas neste genéro bem como o estabelecimento de relagdes
filogenéticas (Cupolillo, 1994; 1998). Com o advento de novas ferramentas moleculares como
microsatélites, RFLP ¢ RAPD, Mauricio e colaboradores (2000) propuseram que L. chagasi e
L. infantum seriam a mesma espécie. Outros trabalhos propuseram dentro do complexo L.
donovani que essa espécie e L. archibaldi seriam a mesma. Finalmente, apds amplas analises
moleculares (Lukes et al., 2007), foi sugerida uma nova descrigdo taxondmica onde apenas L.
infantum e L. donovani fossem consideradas membros desse complexo. No nosso trabalho,
consideraremos todas as cepas utilizadas como L. infantum.

Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) é o principal vetor para o agente
etiologico da LV na América Latina (Grimaldi, 1989), enquanto na regido mediterranea esta
doenga ¢ transmitida principalmente por Phlebotomus perniciosus (Ready, 2010). No
ambiente urbano, o cdo tem sido implicado como o principal hospedeiro e fonte de infec¢ao

para o vetor (Gontijo, 2004). Outros hospedeiros vertebrados também incluem mamiferos
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silvestres e domésticos. Alguns mamiferos ndo domésticos que foram encontrados
naturalmente infectados com Leishmania como Rattus rattus e Didelphis albiventris sao
considerados animais sinantropicos. Este processo de domiciliagdo ¢ importante para o
estabelecimento de novos padrdes epidemiologicos da LV (Dantas-Torres, Brandao-Filho,
2006).

A distribuigdo geografica da LV tem se transformado ao longo das ultimas décadas,
sobretudo no Brasil, deixando de ser exclusivamente rural para atingir também os centros
urbanos (Rotureau, 2006). Tal transformacao pode ser atribuida principalmente a capacidade
adaptativa do vetor e, em menor extensao, a diversidade epidemioldgica dos distritos afetados
e aos casos de co-infec¢ao por HIV (Oliveira, 2008; Herwaldt, 1999).

Durante o ciclo biologico de Leishmania no vetor, o parasito deve ser capaz de
sobreviver em diferentes compartimentos e situacdes. Dependendo do subgénero de
Leishmania (Viannia ou Leishmania) esta localizagdo pode se alterar. O interior do tubo
digestivo do flebotomineo se divide em trés partes: anterior, médio e posterior. As espécies do
subgénero Leishmania apresentam desenvolvimento suprapilario, no qual os parasitos se
desenvolvem principalmente no intestino médio antes de migrarem para a por¢ao anterior. Ja
no subgénero Viannia, o desenvolvimento ¢ peripilario, com a coloniza¢dao do intestino
posterior e subsequente migracao dos parasitos para a regido anterior (Laison & Shaw, 1987).
Além disso, os parasitos sobrevivem sob condi¢des adversas como a agdo de enzimas
digestivas no trato intestinal do vetor (Borovsky, 1987).

Apbs o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, as formas amastigotas ingeridas
junto com o sangue s3o envolvidas pela matriz peritrofica (MP), que € constituida de
proteinas, glicoproteinas e quitina. Esta estrutura protege o epitélio intestinal de particulas
alimentares abrasivas e, a0 mesmo tempo, permite a diferenciacdo dos parasitos em formas
flageladas promastigotas que sdo mais resistentes a a¢do das enzimas digestivas (Pimenta et
al., 1997, Kamhawi, 2006). Estas, ao longo do trato digestivo, assumem diferentes formas que
incluem: promastigotas prociclicas, nectomonadas, haptomonadas, leptomonadas e
promastigotas metaciclicas, segundo nomenclatura proposta por Lawyer e colaboradores
(1990). Cada um desses morfotipos exerce determinada funcdo como no caso das
nectomonadas que escapam da MP e aderem-se ao epitélio intestinal, impedindo sua
eliminacdo durante a excrecao do sangue digerido. As formas promastigotas metaciclicas se
desligam do epitélio intestinal ¢ migram em dire¢do a porcao anterior do intestino de onde
poderao ser transmitidas ao hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo (Bates,

2004).
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No hospedeiro vertebrado, os parasitos sdo expostos a condigdes hostis como a
atividade litica de componentes do complemento e diferentes mecanimos microbicidas das
células efetoras. Inicialmente, os parasitos podem ser fagocitados e eliminados por
neutrofilos, que sdo as primeiras células recrutadas para o sitio da infec¢do. A seguir, os
macrofagos sdo recrutados e também assumem importante papel na eliminagdo dos parasitos.

A sobrevivéncia e multiplicagdo desses parasitos dependem de alguns mecanismos de
evasdo do sistema imune. Assim, j& foi observado um fendmeno denominado “cavalo de
Troia” no qual Leishmania é capaz de modular importantes fungdes ao ponto de utilizar
neutrofilos apoptoticos como veiculagdo para entrada silenciosa em macrofagos. (Laskay,
2003). Recentemente, foi observado outro mecanismo no qual os parasitos escapam dos
neutrofilos apoptoticos antes de infectarem os macrofagos (Peters et al., 2008; Ritter, 2009).

Depois de fagocitados por macrdofagos, os parasitos sdo internalizados em um vactolo
onde se diferenciam em formas amastigotas multiplicando-se por divisdo binaria. Nestes
processos, os parasitos sobrevivem a lise mediada pelo complemento e a explosao oxidativa
(Descoteaux, 1999). Para tanto, utilizam-se de alguns mecanismos de escape que envolvem a
participacdo de glicoconjugados ancorados @ sua membrana ou secretados por eles (Sacks &
Kamhawi, 2006;Turco, 2003).

Os glicoconjugados de superficie incluem o lipofosfoglicano (LPG), os
glicoinositolfosfolipides (GIPLs) e as proteases de superficie (GP63) que sao ancorados por
glicosilfosfatidilinositol (GPI). A ancora de GPI ¢ composta por uma por¢do glicidica
contendo 6-7 oligossacarideos ligados a uma porgdo lipidica contendo 1-O-alquil-2-liso-
fosfatidilinositol (Turco, 1992). Além disso, os glicoconjugados podem ser secretados sob a
forma de fosfatases acidas (SAP), fosfoglicanos (PGs) e proteofosfoglicanos (PPGs) (Turco,
2003) (FIG. 2).
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Figura 2: Representagdo esquematica dos glicoconjugados de Leishmania. LPG = lipofosfoglicano,
GIPLs = glicosilinositolfosfolipide, PG = fosfoglicano, PPG = proteofosfoglicano, SAP = fosfatase

4cida secretada.

De todas estas moléculas, o LPG ¢ o glicoconjugado majoritario localizado em toda
superficie do parasito, incluindo o flagelo. Ele ¢ estruturalmente composto por quatro
dominios: (I) uma ancora de 1-O-alquil-2-liso-fosfatidilinositol (PI), (II) uma porg¢do central
composta por um heptassacarideo Gal(al-6)Gal(al-3)GaldB1-3)[Glc(al)-
PO4]Man(al,3)Man(al,4)-GlcN(al), (III) uma regido de repeticdes de dissacarideos
fosforilados Gal(B1,4)Man (al1)-POs e um oligossacarideo neutro formando uma estrutura

terminal do tipo “cap” (Descoteaux & Turco, 1999) (FIG.3).
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Figura 3: Desenho esquematico da estrutura do LPG. Gal = galactose, Galf = galactofuranose, Man =
manose, Glc = glicose, GlcN = N acetil glicosamina, Inos = Inositol. (adaptado de Turco & Descoteaux,

1992).
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A andlise estrutural do LPG tem revelado uma conserva¢ao completa da ancora
lipidica, do heptassacarideo e da regido de unidades repetitivas. No entanto, modifica¢des na
estrutura basica do LPG tém sido observadas quando se comparam formas prociclicas e
metaciclicas do parasito, destacando-se 0o aumento do nimero de unidades repetitivas. Além
disto, a variabilidade na composi¢ao e seqiiéncia de agucares ligados as unidades repetitivas e
ao cap confere polimorfismo a molécula de LPG de diferentes formas e espécies de
Leishmania (Turco, 2003).

O polimorfismo interespecifico do LPG de Leishmania tem sido frequentemente
observado. O primeiro LPG caracterizado foi o de L. major, o qual apresenta residuos de j3-
galactose ocasionalmente substituidos por arabinose em suas unidades repetitivas
(McConville et al., 1990) (FIG. 4). Posteriormente, foram identificados os LPGs de L.
mexicana, que possui cadeias laterais contendo residuos de B-glicose (Ilg et al., 1992) ¢ o de
L. tropica, exibindo pelo menos 19 tipos de combinagdes de agucares ligados as unidades
repetitivas (McConville et al., 1995) (FIG. 5). Todos estes LPGs foram de espécies de
Leishmania que causam leishmanioses tegumentares. O primeiro LPG de uma espécie
viscerotropica descrito foi o de L. donovani (Sudéo), o qual ndo apresentou substituigdes em
suas unidades repetitivas (Sacks et al., 1995) (FIG. 5) e da India, o qual apresentou lou 2
cadeias laterais contendo residuos de B-glicose (Mahoney et al., 1999).

Todos estes trabalhos, com excegdo de L. mexicana, estudaram preferencialmente
espécies do Velho Mundo. Recentemente, mais espécies de Leishmania do Novo Mundo
comegcaram a ter seus LPGs caracterizados. O primeiro deles foi a cepa PP75 de L. infantum
(Soares et al., 2002), que apresenta residuos de B-glicose nas unidades repetitivas ¢ no cap.
Em seguida, o LPG de L. braziliensis (cepa M2903), que nao apresenta cadeias laterais nas
formas prociclicas, mas possui unidades repetitivas com residuos de B-glicose nas formas
metaciclicas (Soares et al., 2005). O principal efeito destes polimorfismos foi correlacionado

com a especificidade destas espécies por seus vetores durante a interagdo parasito-hospedeiro

invertebrado (Pimenta et al., 1992; 1994; Soares et al., 2002; 2004; 2010).
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Figura 4: Diagrama esquematico da estrutura do LPG das formas prociclica (P-LPG) e metaciclica(M-
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Figura 5: Diagrama esquematico da estrutura do LPG de L. donovani e L. tropica. Glc = glicose,

G= galactose, M = manose, Ara= Arabinose, @: Fosfato
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Modificagdes quantitativas na estrutura do LPG ocorrem durante a metaciclogénese,
quando o parasito se diferencia de uma forma ndo infectante (promastigota prociclica) para
uma forma infectante (promastigota metaciclica). Durante esse processo, a molécula de LPG
dobra de tamanho devido ao aumento do nimero de unidades repetitivas. Mudangas
qualitativas nas unidades repetitivas também ocorrem como no LPG de L. major no qual os
residuos de galactose sdao substituidos por arabinose nas formas metaciclicas (McConville et
al., 1992; Sacks et al., 1995; Turco, 2003) (FIG. 4).

O uso de cepas mutantes em LPG tem permitido a identificacdo de um importante
papel desta molécula durante a interagdo do parasito com seu vetor. Embora ndo seja
considerado essencial em estagios iniciais da infec¢ao, em estagios tardios, o LPG exerce um
importante papel na resisténcia dos parasitos a acdo de enzimas digestivas. Além disso, apos a
liberagdo do bolo fecal, tais moléculas auxiliam na manuten¢do dos parasitos ao permitir sua
adesao ao epitélio intestinal do vetor (Sacks et. al, 1995; Butcher et al., 1996).

A competéncia vetorial destes insetos para a transmissao de diferentes espécies de
Leishmania parece ser controlada por polimorfismos interespecificos na estrutura do LPG.
Phlebotomus papatasi e Phlebotomus sergenti permitem apenas o desenvolvimento de L.
major (Pimenta et al., 1992) e L. tropica (Kamhawi et al., 2000), respectivamente. Ao
contrario, Phlebotomus argentipes (Pimenta et al., 1994) e L. longipalpis (revisado em
Soares, 2003) permitem o desenvolvimento de varias espécies de Leishmania. O
desenvolvimento exclusivo de L. major em P. papatasi foi posteriormente atribuido a
interagdo entre os residuos de galactose do LPG e um receptor expresso no epitélio intestinal
do vetor denominado PpGalec (Kamhawi et al., 2004 Ao final desta intera¢do, as formas
promastigotas prociclicas se diferenciam em formas metaciclicas infectantes, que podem ser
inoculadas em um hospedeiro vertebrado durante o proximo repasto do vetor.

No hospedeiro vertebrado, a primeira condi¢do adversa enfrentada pelos parasitos ¢ a
atividade citolitica do sistema complemento. As modifica¢des estruturais do LPG ocorridas
durante a metaciclogénese de L. major (Sacks et al., 1995), por exemplo, parecem exercer
importante papel, pois estariam associadas a resisténcia ao complexo de ataque & membrana
devido a uma barreira fisica constituida pela molécula de LPG, que se torna maior e mais
espessa nas formas metaciclicas (Descoteaux, 1999). A subseqiiente internalizacdo dos
parasitos por macréfagos e/ou células dendriticas, etapa fundamental no estabelecimento da
infeccdo, envolve diversas moléculas do hospedeiro como receptores do complemento e
receptores manose-fucose, além das moléculas de superficie do parasito como LPG e GP63

(Bogdan, 1998).
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Receptores do tipo Toll (TLR) sdo proteinas localizadas na membrana plasméatica e em
membranas internas de macrofagos, células dendriticas e células NK, além de estarem
presentes na membrana de linfocitos T e B. Tais receptores conferem especificidade as células
da imunidade inata por permitir o reconhecimento de categorias de moléculas associadas aos
diferentes patogenos. Recentemente, foi demonstrado que os LPGs de diferentes espécies de
Leishmania sdo capazes de ativar TLR2. A ativagdo deste receptor ¢ dependente de uma
proteina adaptadora denominada MyDS88 e esta associada a produgdo de citocinas pro-
inflamatorias como IL-12 e TNF-a através da translocagdo de NF- kB para o nucleo da célula
(Becker et al., 2003; De Veer et. al, 2003) (FIG 6). Varios estudos também demonstraram a
participa¢do de TLR4 e TLRY na infec¢ao por Leishmania (Tuon et al., 2008).
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Figura 6: Via de sinalizacao Toll dependente da proteina adaptadora MyD88 durante a infec¢do por
Leishmania. A ativagdo de receptores Toll like leva a producdo de citocinas por meio da translocagio

nuclear de NFxB. (Adaptado de Tuon et al., 2008)
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O LPG ¢ capaz de interferir em varios processos, tanto na membrana como no citosol.
A interacdo do parasito com sua célula hospedeira também pode ser mediada por receptores
do complemento. Este tipo de reconhecimento deve favorecer a sobrevivéncia dos parasitos ja
que, neste caso, a fagocitose ocorre sem que haja explosdo oxidativa. Além disto, a ligagao
desses receptores resulta na inibicdo da producdo de IL-12, um mediador importante da
imunidade celular (Sutterwala et. al, 1997). O LPG também ¢ capaz de modular a maturagao
fagossomal, impedindo a fusdo de lisossomos ao vactiolo parasitoforo. Esta modulacao se da
através do acimulo perifagossomal de filamentos de actina que dificultam a interagdo do
fagossomo com os endossomos e lisossomos (Descoteaux, 1999; Cunningham, 2002; Lodge,
2005).

Outra estratégia utilizada por Leishmania para sobreviver dentro de sua célula
hospedeira ¢ a modula¢do da producao de moléculas efetoras. Entre elas, o 6xido nitrico (NO)
¢ importante no controle inicial da infeccdo devido a sua agdo antimicrobiana (Proudfoot et.
al, 1996). Ja foi demonstrado que os parasitos e a por¢ao glicana de seu LPG sdo capazes de
modular a sintese de NO. Este processo parece estar associado a complexidade da porgado
glicana do LPG, conforme observado por Proudfoot e colaboradores (1996) a partir da
utilizagdo de fragmentos sintéticos de LPG.

Do que foi exposto ¢ possivel concluir que a molécula de LPG constitui um fator de
viruléncia multifuncional tendo importancia na interagdo dos parasitos com os hospedeiros
vertebrado e invertebrado. Os polimorfismos nas unidades repetitivas do LPG e seu papel na
interacdo parasito/vetor ja foram amplamente estudados, sobretudo, para espécies do Velho
Mundo. Entretanto, o polimorfismo intraespecifico e seu papel na interacao parasito/ vetor e
parasito/ hospedeiro vertebrado ¢ pouco conhecido. Como parte de um projeto amplo
envolvendo a glicobiologia de espécies de Leishmania do Novo Mundo, este trabalho teve
como objetivo a caracterizagdo do LPG de outras cepas de L. infantum, dando continuidade ao
trabalho iniciado com a cepa PP75 (Soares et al., 2002) ¢ a avaliagdio do papel de

polimorfismos durante a interacao do parasito com seus hospedeiros.
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4 Metodologia

4.1 Cultivo Celular

As formas promastigotas das cepas de L. infantum (Tabela 1) e L. donovani (controle)
foram cultivadas até a fase estacionaria de crescimento (> 1x10” células/mL). Os parasitos
foram mantidos em estufa BOD a 25°C em meio definido 199 (Sigma®), acrescido de soro
fetal bovino (10%), penicilina (100 U/ml), streptomicina (50 pg/ml), glutamina (12,5mM),
Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM), 5-fluorocitosina (10 ug/mL), 6-biopterina (1 pg/mL) e
hemina (0,0005%), pH 7,4 . (Soares et al., 2002).
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TABELA 1

Cepas de L. infantum analisadas

Cepas de L. infantum® Denominagao usada Forma Origem (cidade/Estado®/Pais)
no texto clinica®
MHOM/BR/74/PP75% PP75 LV Icatu/BA/Brazil
MHOM/BR/70/BH46 BH46 LV Conselheiro Pena/MG/ Brasil
IIMCAN/BR/89/Ba-262 Ba262 LCan Jacobina/BA/Brasil
MHOM/BR/2001/HP-EMO EMO LV Pancas/ES/Brasil
MHOM/BR/1987/HCO-1 957 LV ND/ES/Brasil
MCAN/BR/99/JP15 JP15 LCan Jodo Pessoa/PB/Brasil
MHOM/BR/1985/GS 640 LV ND/BA/Brasil
MHEOM/BR/2003/MMF 2566 LV Cipolandia/MS/Brasil
240 (dog/BR/ND) 240 LCan Belo Horizonte/MG/Brasil
291 (ND/BR/ND) 291 ND Aracaju/SE/Brasil
MCAN/BR/2004/CUR268 268 LCan Belo Horizonte/MG/Brasil
MCAN/BR/2004/CUR269 269 LCan Belo Horizonte/MG/Brasil
MCAN/BR/2003/CUR211 211 LCan Belo Horizonte/MG/Brasil
MCAN/FR/1982/PHAROAH Pharoah LCan ND*/Franca
MHOM/TU/1980/IPT1 IPT1 LV ND/Tunisia
MCAN/AL/1983/LIPA116 LIPA LCan ND/Algeria
L. donovani MHOM/SD/00/1S-2D* 1S-2D LV ND/Sudao

* (Cébdigos da Organizagdo Mundial de Satde : hospedeiro (MHOM, Homo sapiens; MCAN, Canis
familiaris)/pais/ano de isolamento / nome da cepa.

® Estado brasileiros: MG, Minas Gerais; BA, Bahia; PB, Paraiba; MS, Mato Grosso do Sul; ES, Espirito
Santo; SE, Sergipe.

¢ LV, leishmaniose visceral, LCan, leishmaniose canina, ND, ndo determinado.

* Cepas de L. infantum (PP75) and L. donovani (1S-2D) usadas como controle.
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4.2 Extraciao do LPG

Os parasitos foram lavados em PBS e centrifugados a temperatura ambiente por 7
minutos a 2100g. Para delipidagdo da amostra foram adicionados 2,5 mL da solugdo de
cloroféormio/metanol (3:2) e 0,5 ml da solucao de cloreto de magnésio a 4 mM. O material foi
sonicado e centrifugado (7 minutos, 2100g) resultando em uma fase sélida intermediaria com
a qual o procedimento foi repetido.

A fase sélida foram adicionados 2,5 mL da solugdo de cloreto de magnésio a 4 mM. O
material foi sonicado e centrifugado (7 min, 2100g) para a extracdo de proteinas. O
sobrenadante foi desprezado e o procedimento repetido. Em seguida, foram adicionados 3,0
mL da solugdo de cloroférmio/metanol/dgua (10:10:3) e 0,5 mL da solucdo de
cloroférmio/metanol (1:1) apenas na primeira etapa. O material foi submetido a trés etapas de
sonicacao e centrifugagdo (7 minutos, 2100g) nas quais o sobrenadante contendo os GIPLs foi
obtido.

Para extragio do LPG foram adicionados 2,5 mL ESOAK (4gua/etanol/etil
éter/piridina/NH4OH;  15:15:5:1:0,017) ao sedimento resultante que foi sonicado e
centrifugado (7 minutos, 2100g). O procedimento foi repetido trés vezes e o sobrenadante

contendo LPG foi obtido e, posteriormente evaporado utilizando-se nitrogénio em banho a

45°C (Orlandi, 1987).

4.3 Purificacdo do LPG

A amostra contendo LPG foi solubilizada em 1 mL da solucdo acido acético 0,1 N/
cloreto de s6dio 0,1 N, sonicada e submetida a uma cromatografia de interacdo hidrofobica na
qual a resina fenil-Sefarose foi utilizada. Aproximadamente 2mL de fenil-Sefarose foram
aplicados em uma coluna Bio-Rad (#731-1550). A coluna foi lavada com 6 volumes de
acético 0,1 N/ cloreto de s6dio 0,1 N para empacotar a resina, de modo que o volume final
apds seu empacotamento estivesse entre 0,6-1,0 mL. Apds o ultimo mL de acético 0,1 N/
cloreto de sodio 0,1 N penetrar na coluna, a amostra contendo LPG foi adicionada. Em
seguida, o material foi lavado de acordo com a seguinte seqiiéncia: 1 mL de acético 0,1 N/
cloreto de so6dio 0,1 N, 1 mL de acido acético 0.1 N, 1 mL de dH,0 ¢ 4 mL de ESOAK
utilizado para eluir o LPG. A amostra foi novamente evaporada com nitrogénio em banho-
maria a 45°C e, em seguida, solubilizada em 100 pL de agua milli-Q e armazenada a 4° C

(Soares et al., 2002).
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4.4 Dosagem do LPG

O LPG foi dosado pelo método fenol-acido sulfurico. Uma aliquota de 10uL de LPG

purificado foi diluida em 190pL de 4gua destilada. A amostra foram adicionados 200uL de

fenol 5%. Em seguida, a amostra foi solubilizada com vortex e ImL de acido sulftrico foi

gotejado sobre ela. Apds um periodo de 30 minutos, a absorbancia da amostra foi avaliada em

espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 490nm. A curva padrdo foi preparada com

uma solu¢do equimolar de galactose e manose (2mg/mL), de modo que os pontos

correspondessem as seguintes concentragdes: 50 pg/mL, 100 pg/mL e 150 pg/mL (Dubois et

al., 1956).

4.5 Analise por Western blot

Para confirmar o sucesso da purificagdo, o LPG (= 5-10 pg) foi submetido a

eletroforese em gel de poliacrilamida (12 %) (Tabela 2).

TABELA 2

Solugdes para o preparo dos géis de resolucdo e concentracdo (poliacrilamida 12%).

Gel de resolucio (mL) Gel de concentracio (mL)

30%  acrilamida  /0,8% 3,0 30% acrilamida /0,8% 0,65
bisacrilamida bisacrilamida

4x Tris HCI pH 8.8 (1,5M) 1.8 4x Tris HCI pH 6.8 (0,5M) 125
H,O destilada e deionizada 2,6 H,O destilada e deionizada 3,05
10% de persulfato de amdnio (APS) 0,05 10% de persulfato de amonio (APS) 0,05
TEMED (N,N,N,N- 0.005 TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0.005
Tetrametil-etilenodiamina) ’ etilenodiamina) ’
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A amostra foi submetida a eletroforese com diferenca de potencial constante de 100V.
Em seguida, o material foi transferido para uma membrana de nitrocelulose (45 um)
utilizando-se uma corrente de 42 mA por 1 hora. A membrana foi entdo bloqueada por 1 hora
com a solu¢do de caseina 5% e posteriormente incubada com o anticorpo primario CA7AE
(1:1000) durante o mesmo intervalo de tempo. Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes
com PBS-Tween (0,05%) com intervalos de 5 minutos entre cada lavagem e incubada por 1
hora com o anticorpo secundario Anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase
(1:10000). Apds uma nova etapa de lavagem a membrana foi revelada com Luminol (Soares

et al., 2005).

4.6 Preparo das unidades repetitivas

4.6.1 Despolimerizaciao do LPG

O LPG purificado foi despolimerizado apds hidrdlise acida branda (HCI a 0,02N,
100°C, 5 min). Em seguida, a amostra foi submetida a particdo butanol:dgua (1:2) e
centrifugada por 6 minutos a 16000 g. A fase superior (butanolica) contendo a por¢do central
e a ancora lipidica do LPG foi desprezada e o procedimento repetido. A fragdo aquosa

contendo as unidades repetitivas e o cap foi evaporada em “speed-vac” (FIG.7).
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Figura 7: Esquema de fracionamento do LPG. A hidrélise acida branda (HC1 0,02 N, 5 min, 100 °C) fragmenta o LPG
e libera os glicanos neutros, fosforilados e a por¢ao central-ancora lipidica. Estas ultimas sdo separadas dos demais
componentes apos particdo butanol:dgua (2:1). As unidades repetitivas fosforiladas foram tratadas com fosfatase
alcalina. Os perfis foram posteriormente visualizados por meio de Eletroforese de carboidratos e Eletroforese Capilar.
As unidades repetitivas foram submetidas a hidrélise acida forte (acido trifluoroacético 2N, 100 °C, 3 horas) para
fragmentagdo em monossacarideos. Esses foram analisados pela Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC) e

Eletroforese de monossacarideo (adaptado de Mahoney et al., 1999).
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4.6.2 Tratamento enzimatico

A amostra foi solubilizada em 150 pL de tampdo 15 mM de Tris-HCI pH 9,0 ao qual
foi adicionado 1 pL de fosfatase alcalina (2U). Em seguida, a amostra foi incubada a 37° C
por 16 horas para clivagem dos grupos fosfato.

Em uma coluna Bio-Rad (#731-1550) foram adicionados 2mL da resina AG1-X8 de
modo que o volume final apds o empacotamento com metanol/agua (1:1) fosse de 0,6 mL.
Em seguida foram adicionados 2 mL da resina AG50W-X12 submetida ao mesmo
procedimento. A amostra foi aplicada a essa coluna e o sal foi retido permitindo a elui¢ao das
unidades repetitivas neutras em 5 mL de 4gua mili-Q. Uma aliquota desses oligossacarideos
foi tratada com B-galactosidase de E. coli (4U) em tampao fosfato de sodio (80mM, pH 7.3) e
incubada a 37° C por 16 horas (Soares et al., 2002).

O restante do material foi evaporado em “speed vac” e uma aliquota foi submetida a

hidrélise acida forte com acido trifluoroacético (TFA 2N, 100°C, 3 h).

4.7 Eletroforese de carboidratos

Apbs a obtengdo de unidades repetitivas neutras, fez-se necessario a derivatizacao
destes carboidratos. Neste processo foi utilizado o 8-aminoftaleno-1,3,6-trisulfato (ANTS),
um componente capaz de atribuir cargas negativas a amostra e absorver luz ultravioleta o que
facilita, respectivamente, a separacao eletroforética e a visualizagdo da amostra. A marcagao
dos carboidratos com tal componente leva a formacao de aminas cuja estabilidade depende da
participacdo de agentes redutores como o cianoborohidreto.

Para tanto, as unidades repetitivas e o padrdo de oligossacarideos (G1-G7) foram
marcados com 1 puL de solucdo de ANTS (0,05 M em 15% de acido acético) e 1 puL de
solugdo de cianoborohidreto de sodio (0,05 M). As amostras foram solubilizadas e incubadas
por 16 horas a 37 °C.

ApoOs a incubagdo, foram adicionados as amostras 2 uL. de Tampao de amostra 2X
(“thorin” a 0,01% em 20% de glicerol). O material foi entdo submetido a eletroforese de
carboidratos (Tabela 3) em tampao 1X (glicina a 0,192 M; Tris-a 0,025 M, pH 8.3) sob
corrente elétrica constante de 20 mA para cada gel no sistema por aproximadamente 50-60

minutos (4°C). O gel foi visualizado sob luz UV e fotografado (Soares et al., 2004).

37



TABELA 3

Solugdes para o preparo dos géis de resolucdo e concentragdo utilizados na eletroforese de

carboidratos.
Gel de resolucio (mL) Gel de concentracio (mL)
Solucdo de gel de resolugdo (38% 6,0 Solucdo de gel de concentragdo (1,92M 2,0
acrilamida, 2% NN’ glicina, 0,25M Tris-base, pH 8,3)
metilenebisacrilamida)
Tampao de resolucao 8x (1,5 M Tris-HCl, 1,0 Tampao de concentragao 8X 0,5
pH 8.9) (1M Tris-HCI, pH 6.8)
H,O destilada 1,0 H,O destilada 1,5
10% de persulfato de amonio (APS) 0,03 10% de persulfato de amonio (APS) 0,02
TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0,01 TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- 0,005
etilenodiamina) etilenodiamina)

4.8 Eletroforese Capilar (CE)

Unidades repetitivas desfosforiladas foram novamente marcadas. Para eletroforese
capilar, que ¢ uma técnica mais sensivel, o componente mais utilizado para marcagao ¢ o
APTS (8 aminopireno-1,3,6- 4cido trisulfonico). Para tanto, foi utilizado APTS a 0,02M em
acido acético (15%) e cianoborohidreto de s6dio (I M) em THF (tetraidrofurano). Apds a
incubacdo a 37 °C por 16 horas as amostras foram submetidas a eletroforese capilar com 25
kV por 20 minutos sob pressdo de 5 psi. Unidades repetitivas de L. donovani (1S-2D) foram

utilizadas como controle (Soares et al., 2004).

4.9 Eletroforese de monossacarideos

Aos monossacarideos defosforilados, obtidos através de hidrolise acida forte, foram
adicionados 2pul. de AMAC (solucao de 2-aminoacridone a 0,1M em DMSO contendo acido
acético a 5%) e 2uL de cianoborohidreto de sodio (cianoborohidreto a 1 M em DMSO). Tais
condigdes atribuem mudangas conformacionais e cargas parciais as amostras de modo que
essas sejam mais facilmente separadas e visualizadas As amostras foram incubadas por 18
horas a 37 °C ou 3 horas a 40 °C. Os géis de resolugdo e concentragdo foram feitos de acordo
com a Tabela 4. O gel foi submetido a eletroforese em Tampao 1X (glicina a 0,1 M; Tris a

0,12 M, é&cido boérico a 0,1 M, pH 8.3) sob corrente elétrica constante de 20 mA por
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aproximadamente 1 hora. O gel foi visualizado sob luz UV e fotografado. Como padrao,

foram utilizados os acucares D-glicose, D-galactose e D-manose (100 ug/mL) (Sigma).

TABELA 4
Solugdes para o preparo dos géis de resolucdo e concentragao utilizados na eletroforese de
monossacarideos.
Gel de resoluciao (mL) Gel de concentraciao (mL)
Solugdo de gel de resolugio 4,0 Solugéo de gel de concentragdo (10% 2,0

(10% acrilamida, 2% acrilamida, 2,5% N,N’metilenebisacrilamida)

N,N’metilenebisacrilamida)

Tampdo de resolugdo 4x (0,75 M

20 Tampao de concentragdo 4x (0,5 M Tris-HCI, 1.0
Tris-HCI, 0,5 acido boérico, pH 7.0) ’ 0,5 acido borico, pH 6.8) ’
H,O destilada 2,0 H,O destilada 1,0
10% de persulfato de amonio (APS) 0,03 10% de persulfato de amonio (APS) 0,015
TEMED (N,N,N,N-Tetrametil- TEMED (N,N,N,N-Tetrametil-
etilenodiamina) 0,01 etilenodiamina) 0,01

4.10 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Os monossacarideos gerados pela hidrolise das unidades repetitivas foram analisados
por HPLC utilizando a coluna PA10 (4x250mm) com detector eletroquimico ED40
(DIONEX). A eluicao dos carboidratos foi feita utilizando uma solu¢do de NaOH (18 mM)
(fluxo de 1mL/minuto, pressdo de 2000 psi). Para a determina¢do dos picos, padrdes
(100pg/mL) de D-glicose, D- galactose, D- manose foram utilizados como controle.

O gel de monossacarideos, a Eletroforese Capilar e o HPLC foram realizados no
Laboratorio de Glicobiologia de Leishmania da Universidade do Kentucky/USA em

colaboragdo do Dr. Salvatore Joseph Turco.
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4.11 Analise da producio de Oxido Nitrico (NO)

Camundongos da linhagem C57BL/6 foram inoculados intraperitonealmente com 2ml
de solugdo aquosa de tioglicolato 3%. Apo6s 72 horas, macrofagos foram recuperados por
lavagem da cavidade peritoneal utilizando meio RPMI gelado.

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se azul de tripan. Em seguida, os
macrofagos foram contados em camera de Neubauer e suspendidos em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Aliquotas de 200uL foram colocadas em
uma placa de 96 pogos de forma que a concentragdo final fosse de 5x 10° células/pogo. A
placa foi incubada por 30 minutos a 37° C em 5% de CO, para adesdao das células. Em
seguida, o meio foi trocado por meio RPMI suplementado (10% SFB) acrescido de IFN-y
(20U/poco) e a placa foi novamente incubada a 37° C em 5% de CO; por um periodo de 24
horas.

Os parasitos utilizados no ensaio in vitro foram mantidos a 25°C em meio 199
suplementado com 10% de soro fetal bovino até a fase estaciondria de crescimento. Em
seguida, eles foram contados em camera de Neubauer e suspendidos em meio RPMI
suplementado (10% SFB) acrescido de polimixina B (50pug/mL).

A concentracao foi ajustada para se obter uma relagdo de 10 parasitos para cada
macréfago. Apos o periodo de incubagdo de 24 horas, o meio foi retirado e aliquotas de
200pL do homogenado de parasitos foram colocados nos respectivos pogos de forma que a
concentragdo final por pogo fosse de 5x 10° parasitos. Cada amostra foi preparada em
triplicata.

Nos pogos destinados a interagdo com LPG, o meio foi substituido por meio RPMI
suplementado (10% SFB) em presenca de polimixina (50pg/mL). Em seguida, foram
adicionados LPGs (0,5mM) das cepas estudadas e LPS (100 ng/mL) como controle positivo.
Cada amostra foi preparada em triplicata. A placa foi incubada a 37° C em 5% de CO; por um
periodo de 72h horas.

A quantificacdo de NO foi realizada de forma indireta pela dosagem de seu sub-
produto, nitrito, que ¢ um composto mais estdvel presente no sobrenadante (Greiss Reagent
System, 2009). Aliquotas de 50uL do sobrenadante dos macrofagos estimulados (com
parasito ou LPG) foram transferidas para uma nova placa. Em seguida, foram adicionados
50uL da solucdo A (sufanilamida) e 50uL da solucdo B (cloridrato de N-(1-naftil)

etilenodiamina ou NED).
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Uma curva padrao foi preparada utilizando 100uL da solu¢do de nitrito de sédio
(0,2mM) no primeiro pogo seguida pela dilui¢ao seriada (1:2) em meio RPMI. Em seguida,
foram adicionados 50uL da solucao A e 50uL da solugdo B.

As amostras e curva padrao foram preparadas em triplicata e a absorbancia avaliada no

comprimento de onda de 490nm.

4.12 Analise da densidade de parasitos de diferentes cepas de L. infantum no

intestino de L. longipalpis

4.12.1 Captura e acondicionamento dos flebotomineos

As populagdes de L. longipalpis foram coletadas na Gruta da Lapinha, situada na
cidade de Lagoa Santa, no Estado de Minas Gerais. A coleta foi realizada com a utilizagao de
armadilhas luminosas tipo CDC (Center for Disease Control light trap) (Sudia, 1962). Essas
armadilhas foram colocadas em uma fenda da gruta onde ¢ mantida uma ave que serve de
atrativo para os flebotomineos. Os insetos capturados foram mantidos no insetario do

Laboratorio de Entomologia Médica do CPqRR/FIOCRUZ.

4.13 Infeccao experimental dos flebotomineos por meio de alimentacio artificial

4.13.1 Preparo do sangue com os parasitos

Camundongos foram anestesiados com Tiopental Sédico por via intramuscular. O
sangue foi coletado no plexo venoso retro orbital com o auxilio de pipeta de Pasteur de ponta
fina heparinizada. Em seguida, o sangue foi colocado em microtubos e centrifugado por 8
minutos a 11009 para separar o soro das hemacias.

O soro foi transferido para outro microtubo e incubado em banho-maria a 57 °C por 1
hora para inativagdo do sistema complemento. As heméaceas foram lavadas duas vezes em
meio M199 sem soro, centrifugadas por 8 minutos a 1100g e mantidas no gelo.

Os parasitos foram contatos em camara de Neubauer e adicionados a mistura de soro

inativado e hemaceas em uma concentragio final de 4x10° parasitos por mL de sangue.
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4.13.2 Separacio dos flebotomineos

Potes plasticos foram utilizados para producdo de potes de alimentagdo. O fundo
desses potes foi substituido por gesso e a abertura superior revestida com filé contendo um
pequeno orificio. Os insetos foram anestesiados em CO; e cerca de 90 fémeas foram

transferidas para os potes de alimentagao.

4.13.3 Alimentacio artificial

Pequenos recipientes de vidro transparente, com capacidade de 300-500 pl e
semelhantes a funis invertidos, foram conectados através de finas mangueiras (tipo usadas em
aquarios) e utilizados como “aparelhos de alimentacao artificial” (FIG. 8A).

A base inferior de cada recipiente de vidro foi revestida com pele fresca recém
dissecada da parte ventral de frango jovem (Gallus domesticus). O sangue de camundongo
contendo a concentragdo desejada de parasitos foi colocado na parte superior desse recipiente
e o aparato, por sua vez, foi colocado sobre o orificio do fild, permitindo o acesso dos
flebotomineos.

Um sistema de “Banho-Maria” foi utilizado para manter a temperatura do sangue entre
38 e 40 °C através da circulagdo de dgua nas mangueiras que conectam os alimentadores. O
tempo de repasto foi de 2-3 horas (FIG. 8B). Apoés esse periodo, as fémeas alimentadas foram

separadas e transferidas para novas gaiolas.
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Figura 8: Esquema do processo de alimentagdo artificial. (A) Vista geral do processo de alimentagdo e dos potinhos
contendo flebotomineos. (B) Detalhe do alimentador artificial revestido por pele de pintinho (G. domesticus) contendo

sangue mais promastigotas de Leishmania.

4.13.4 Manutencao dos flebotomineos infectados

As fémeas alimentadas com sangue foram mantidas com dieta de solucdo de sacarose
30% colocada em pequenos chumacgos de algodao sobre a gaiola até o momento da dissecgao.
Foi realizada limpeza didria das gaiolas com retirada dos flebotomineos mortos e aplicacao,
quando necessario, de solu¢do de antibidtico gentamicina (250 pg/mL) no tecido das gaiolas

para evitar contaminagdes secundarias.

4.14 Disseccio e analise do processo de infeccao dos flebotomineos

A densidade de parasitos foi avaliada no 2° e 6° dia apds alimentagdo artificial. Estes
pontos foram escolhidos para a andlise por representar dois momentos importantes da
dindmica da digestdo sanguinea e do desenvolvimento dos parasitos no trato intestinal de seu

vetor. Em estudo detalhado do processo de infec¢do de L. longipalpis com L. infantum foi
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demonstrado um declinio na densidade de parasitos entre o 2° ¢ 3° dia de infec¢do devido a
acdo de enzimas digestivas e posterior recolonizacao do intestino com pico de densidade entre
0 6° e 7° dia de infecgdo (Freitas et al. 2010, dados ndo publicados).

As fémeas foram anestesiadas em baixa temperatura (-4 °C) por 5 minutos e
transferidas para uma placa de Petri contendo PBS, pH 7.2, sobre gelo para imobilizagao dos
insetos. Em seguida, elas foram colocadas em uma ldmina contendo uma gota de PBS e
tiveram o intestino dissecado com a ajuda de estiletes e lupa.

Cada intestino foi colocado em um microtubo contendo 30 uLL de PBS. O intestino foi
macerado e 10uL. do homogenado foi utilizado para contagem do niimero de promastigotas

em camara de Neubauer.

4.15 Analise Estatistica

Os dados obtidos apods a estimulagdo dos macréfagos com as diferentes cepas de
Leishmania ¢ seus respectivos LPGs foram representados através da média + desvio-padrao.
O teste Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a hipdtese nula no caso dos dados possuirem
uma distribui¢do Gaussiana (Shapiro, 1965). O valor P (p>0,05) mostrou que os dados nao
apresentavam tal distribui¢do, por essa razdo, o teste T student e o teste ANOVA foram
realizados para avaliar a igualdade das médias entre os grupos e amostras independentes. Os
dados foram analisados com a utilizagdo do software GraphPad Prism 4.0 e valores de p<0,05
foram considerados significativos. Os dados referentes as densidades de parasitos no intestino
do flebotomineo foram avaliados com teste t. Os graficos foram produzidos utilizando-se o

programa GraphPad Prism 4.0.
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5 Resultados

5.1 Purifica¢ao do LPG

Apds a passagem em coluna de fenil-Sepharose e evaporacao dos solventes organicos
com nitrogénio, o LPG foi solubilizado em 100 pL de agua mili-Q. Uma aliquota do material
foi aplicada em gel de poliacrilamida e posteriormente transferida para uma membrana de
nitrocelulose. A membrana foi incubada com anticorpo CA7AE responsavel pelo
reconhecimento das unidades repetitivas Gal-Man-P comuns a todos LPGs de Leishmania. Os
LPGs purificados de todas as cepas de L. infantum foram reconhecidos pelo anticorpo
CA7AE (FIG. 9).
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Figura 9: Western-blot de LPG purificado. Técnica realizada com o anticorpo CA7AE (1:1000) para detec¢do
de Gal-Man-P presente em LPG de Leishmania. Foram utilizados 10 pg por canaleta do LPG de L. infantum. Os

dados sdo representativos de 14 das 16 cepas analisadas.
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5.2 Anailise do perfil eletroforético das unidades repetitivas

Todos os LPGs foram hidrolisados para obten¢do 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 padrao de peso molecular
de oligoglicoses (G1-G7) cujas bandas indicam o perfil de migracdo de mono a
heptassacarideo (FIG. 10A e B). Como controle, foram utilizadas unidades repetitivas do LPG
de L. donovani (1S-2D). As unidades repetitivas desse LPG ndo possuem cadeias laterais ¢,
por isto, migram na posi¢ao correspondente ao dissacarideo Gal-Man (FIG. 10A).

Desta forma, foram identificados os seguintes perfis: perfil I- unidades repetitivas
sem cadeias laterais que migraram na posi¢ao correspondente a um dissacarideo (G2) junto
com 1S-2D - cepas EMO, Ba262, (FIGS. 10B), perfil II- unidades repetitivas com cadeias
laterais contendo um residuo que migraram na posicdo correspondente a um trissacarideo
(G3) - cepa PP75 - (FIG. 10A) e perfil III- unidades repetitivas com cadeias laterais contendo
mais que um residuo -cepa BH46- (FIG. 10B). As demais cepas estudadas apresentaram o

perfil I (dados ndo mostrados).

47



Hex3-Gal-ban
Hax2-Gal-Man

gx-GalMan

152D PP75 EMO BH46 Ba262
(D @ anp @

Figura 10: Perfis eletroforéticos das unidades repetitivas do LPG das diferentes cepas de L.
infantum.(A) canaleta 1: padrdo de oligoglicoses (G1-G7); canaleta 2: L. donovani (1S-2D); canaleta
3: L. infantum PP75. (B) canaleta 1: padrdo de oligoglicoses (G1-G7), canaleta 2: L. infantum EMO,
canaleta 3: L. infantum Bh46, canaleta 4: L, infantum Ba262. O nimero entre paréntese indica o tipo
de unidade repetitiva: (I) Sem cadeia lateral, dissacarideo; (II) cadeias laterais com um residuo,
trissacarideo; (III) cadeias laterais com mais de um residuo, tetra ou pentassacarideo. Gal =

galactose; Man = manose; Glc = glicose.
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Para confirmar a presen¢a de Gal (B1,4)Man, estrutura comum as unidades repetitivas
de todos os LPGs, os dissacarideos da cepa 268, que apresentou perfil I, foram submetidos a
digestdo com [-galactosidase e mostraram-se susceptiveis como pode ser observado pela

presenca de uma banda correspondente a monossacarideo (G1) (FIG. 11).

Tratamento com
[-galactosidase

268
D

Figura 11: Perfil eletroforético das unidades repetitivas do LPG de L. infantum (cepa 268)
antes e apos o tratamento com [3-galactosidase. Canaleta 1: padrao de oligoglicoses (G1-G7),
canaleta 2: unidades repetitivas ndo tratadas com [-galactosidase, canaleta 3: unidades

repetitivas tratadas com fB-galactosidase.

49



5.3 Eletroforese capilar das unidades repetitivas do LPG

Os perfis eletroforéticos observados no gel de carboidratos foram confirmados na
eletroforese capilar que nos permitiu identificar além do pico de dissacarideo Gal-Man
comum a todos os LPGs, a propor¢do de cadeias laterais quando existentes. Confirmando os
resultados obtidos na eletroforese de carboidratos, foi possivel a identificagdo do perfil I -
com cadeias laterais sem residuo (FIG. 12A), perfil I - com cadeia laterais contendo um
residuo (Fig. 12B) e perfil III - com cadeias laterais contendo mais que um residuo (FIG.
12C). No perfil II foi possivel determinar que 29% das unidades repetitivas possuiam cadeias
laterais. No perfil III as propor¢cdes de unidades repetitivas contendo di, tri, tetra e
pentassacarideos foram 23, 44, 17e 16%, respectivamente. Os trés tipos de LPG identificados

a partir da analise das diferentes cepas de L. infantum sao apresentados na Tabela 5.
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Figura 12: : Perfis eletroforéticos das unidades repetitivas do LPG de L. infantum submetidas a

eletroforese capilar. Perfil I - L. infantum Ba262 (Painel A), perfil II — L. infantum PP75 (Painel B)
e perfil III — L. infantum BH46 (Painel C). Mono = monossacarideos, Di = dissacarideos, Tri =

trissacarideos. Tetra = tetrassacarieos. Penta = pentassacarideo.
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Tabela 5

Tipos de LPG observados nas cepas de Leishmania infantum analisadas.

Cepa(hospedeiro/pais/ano/c6digo) Denominagdo  Origem Tipo de LPG
usada no texto  (cidade/estado)

L. infantum (MHOM/BR/74/PP75) PP75 Icatu/BA 11

L. infantum (MHOM/BR/70/BH46) BH46 Conselheiro I
Pena/ MG

L. infantum (MCAN/BR/89/Ba-262) Ba262 Jacobina/BA I

L. infantum (MHOM/BR/2001/HP-EMO) EMO Pancas/ES I

L. infantum (MHOM/BR/1987/HCO-1) 957 ND/ES I

L. infantum (MCAN/BR/99/JP15) JP15 Jodo Pessoa/PB I

L. infantum (MHOM/BR/1985/GS) 640 ND/BA I

L. infantum (MHOM/BR/2003/MMF) 2566 Cipolandia/MS I

L. infantum 240 (cao/BR/ND) 240 Belo I
Horizonte/MG

L. infantum 268 (cao/BR/ND) 268 Belo I
Horizonte/MG

L. infantum 269 (cao/BR/ND) 269 Belo I
Horizonte/MG

L. infantum 211 (cao/BR/ND) 211 Belo I
Horizonte/MG

L. infantum 291 (ND/BR/ND) 291 Aracaju/SE I

L. infantum LTA110 (dog/BR/NA) 110 ND/MT I

L. infantum (MCAN/FR/1982/PHAROAH) Pharoah ND I

L. infantum (MCAN/PT/1998/IMT254) IMT 254 ND 1

L. infantum (MHOM/TU/1980/IPT1) IPTI ND I

L. infantum (MCAN/AL/1983/LIPA116) LIPA ND I

Legenda: SD — Suddo; BR — Brasil; PT — Portugal; TU — Tunisia; AL — Algéria; FR — Franga; M — Mamalia;
HOM — homem; CAN — cdo, MG — Minas Gerais; BA — Bahia; PB — Paraiba; MT — Mato Grosso; MS — Mato

Grosso do Sul; ES — Espirito Santo; SE — Sergipe. *ND — Nao determinado. Tipos de LPG: I- com cadeias

laterais sem residuo; II- com cadeias laterais contendo um residuo e III- com cadeias laterais contendo mais de

um residuo.
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5.4 Anailise do perfil eletroforético dos monossacarideos

As andlises anteriores ndo permitiram identificar qualitativamente os agucares
presentes nas cadeias laterais do LPG. Para isso foi necessario fragmentar as unidades
repetitivas por meio de hidrdlise acida forte para obtencdo de monossacarideos. Os
monossacarideos gerados foram marcados com as solugdes AMAC e cianoboroidreto,
aplicados em gel de carboidrato e visualizados sob UV.

Para caracterizacdo dos monossacarideos foram utilizados 100ug/mL dos padrdes D-
glicose, D-galactose e D-manose (FIG. 13). Novamente, as unidades repetitivas do LPG de L.
donovani (1S-2D) foram utilizadas como controle e, como esperado, apresentaram apenas as
bandas correspondentes a galactose e manose ja que ndo possui cadeias laterais.

No entanto, foi observada presenca de niveis basais de glicose na cepa EMO, enquanto
que a cepa BH46 apresentou uma banda mais proeminente de glicose indicando ser este o

acucar da cadeia lateral (FIG.13).

1 2 3 <
Man — . = R
Gle—
Gal-] -
15-2D EMO BH46

Figura 13: Perfis eletroforéticos dos monossacarideos das unidades repetitivas do LPG de L.
donovani 1S-2D (controle) e L. infantum (EMO e BH46). Man = manose; Glc = glucose; Gal =

galactose.
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5.5 Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)

Para se determinar com exatidao os niveis de glicosilagdo das unidades repetitivas do
LPG das cepas EMO e BH46, a propor¢do entre os niveis de monossacarideos foi avaliada
utilizando HPLC (FIGS 14 e 15). Os padroes controles de D-Galactose, D-Glicose, D-Manose
permitiram a completa separagao dos picos (FIG. 14A). Por ser uma técnica mais sensivel, no
HPLC, os monossacarideos resultantes da hidrélise das unidades repetitivas do LPG de L.
donovani (1S-2D) (controle) apresentaram residuos de glicose em propor¢des muito baixas
sendo a razdo Glc/Man considerada basal (0,06) (FIG. 14B). Este resultado confirma a
inexisténcia de cadeias laterais na estrutura do LPG de L. donovani descrito anteriormente

(SACKS, et al., 1995) (FIG. 14C).
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Figura 14: Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) de monossacarideos do LPG de L. donovani.

Painel A, controles D-galactose , D-gllicose e D- manose (100mg/mL); Painel B, monossacarideos das unidades

repetitivas do LPG de L.donovani (1S2D); Painel C, estrutura do LPG de L. donovani. Gal ou G = galactose; Man

ou M = manose; Glc = glicose.
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Os niveis de glicosilagdo observados no gel de monossacarideo (FIG.13) para as cepas
EMO e BH46 foram confirmados pela técnica de HPLC. A glicosilagdao para a cepa EMO foi
baixa (razdo Glc/Man = 0,13) (FIG.15B), enquanto que a da cepa BH46 foi cerca de quatro
vezes maior do que a observada na cepa 1S2D (razdo Glc/Man = 0,25) (FIG.15C). Este
resultado confirma a baixa glicosilagdo na cepa EMO e a presenca de glicoses no LPG da cepa

BH46.

Gal
A) Controles Glc
Man
B) L. infantum chagasi (EMO)
60% Razdo:

Gl¢/Man = 0,13
Glc/Gal = 0,45

C) L. infantum chagasi (BH46)
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Figura 15: Cromatografia liquida de alta performance (HPLC) de monossacarideos do LPG de L.
infantum (cepas EMO e BH46). Painel A, controles D- galactose, D-gllicose e D- manose
(100mg/mL); Painel B, monossacarideos das unidades repetitivas do LPG de L.infantum (EMO);
Painel C, monossacarideos das unidades repetitivas do LPG de L.infantum (BH46). Gal ou G =

galactose; Man ou M = manose; Glc = glicose.
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5.6 Analise da producao de 6xido nitrico (NO)

Entre as cepas de Leishmania estudadas, foram escolhidas as cepas Ba 262, EMO,
IPT1, PP75 ¢ BH46 como estimulo para avaliacio da produ¢do de NO por macréfagos
murinos. As trés primeiras cepas sao representativas do LPG do tipo I, enquanto que as duas
ultimas sdo representativas dos LPGs do tipo II e III, respectivamente. A producdo de NO por
macrofagos murinos frente a esses diferentes estimulos ¢ apresentada na figura 16.

A produgdo de NO por macrofagos estimulados por parasitos e seus respectivos LPGs
bem como por LPS foi maior (P<0.0001) quando comparado ao controle (IFN-y) (FIG.16).
Utilizando teste ANOVA, ndo foi observada diferenca no estimulo da producao de NO entre
os parasitos vivos (p>0,05). No entanto, o mesmo teste revelou diferencas entre os LPGs
testados de modo que parece haver uma tendéncia de LPGs glicosilados (tipos II e III)
levarem a uma maior produgdo de NO quando comparados aos LPGs nao glicosilados (tipo I)
(p< 0,0001). Além disto, mesmo dentro do grupo de LPGs do tipo I houve diferenga
estatistica, como pode ser observado pela menor produgdo de NO pelo LPG da cepa Ba262
comparado aqueles de EMO e IPT1(p< 0,001). A produgdo de NO estimulada pelo LPG da
cepa PP75 foi estatisticamente diferente de todas as outras cepas (p<0.0001). Os niveis de NO
produzido por macrofagos estimulados com LPG de PP75 foi tdo alto quanto aqueles obtidos
com LPS (controle) (p>0,05).

Como esperado, a produ¢do de NO induzida por LPS foi alta e inibida pela adicdo de
polimixina B (dado ndo mostrado). Nenhum estimulo foi observado na auséncia de INF-y
mesmo na presenga de parasitos ou LPGs (dado ndo mostrado). Os resultados apresentados

representam trés experimentos consecutivos.
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Figura 16: Producg@o de nitrito por macrofagos murinos estimulados por promastigotas de diferentes cepas
de L. infantum e seus respectivos LPGs. Macrofagos murinos da linhagem(C57BL/6)foram primados com
IFN-y (100 TU/mL) e estimulados por parasitos vivos (10:1), LPGs (0,5mM) de L. infantum (cepas Ba262,
EMO, IPT1, PP75, e BH46 que exibem diferentes tipos de LPGs- I, II ¢ III) e lipopolissacarideo (LPS). p<
0,05 ¢ considerado significante. * indica teste ANOVA, ** indica teste “t”. Os resultados sdo uma

representagdo de trés experimentos.
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5.7 Analise da infec¢do de Lutzomyia longipalpis

Os parasitos das cepas representativas dos trés tipos de LPG identificados (Ba262,
EMO, IPT1, PP75, e BH46) foram contados em cdmara de Neubauer e misturados ao sangue
em uma concentragdo final de 4x10° parasitos por mL.O repasto sanguineo durou 2-3 horas.

A densidade de parasitos foi avaliada no 2° e 6° dia apos alimentacdo artificial por
meio da dissecc¢do dos intestinos e contagem de parasitos em camara de Neubauer.

Independente do tipo de LPG (I, II ou III), os parasitos das diferentes cepas de L.
infantum foram capazes de infectar L. longipalpis (FIG.17). Ndo houve diferenca nas
densidades de parasitos tanto no 2° quanto no 6° dia po6s infec¢ao (P>0,05). Esses resultados

representam dois experimentos.
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Figura 17: Densidade de parasitos no intestino médio de L. longipalpis artificialmente alimentado com L.
infantum (cepas Ba262, EMO, IPT1, PP75 ¢ BH46). As cepas utilizadas apresentam diferentes tipos de
LPG (I, II e III). 2°=2 dias apos a alimentagio, 6°= 6 dias apos a alimentagdo. Resultado representativo de

dois experimentos.
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6 Discussao

A LV causada por L. infantum ¢é transmitida no Novo Mundo por L. longipalpis que
possui uma ampla distribui¢do desde o México até a Argentina (Grimaldi, 1989). Na regido
Mediterranea, Norte da Africa até o Iran, L. infantum é transmitida por Phlebotomus ariasi e
Phlebotomus perniciosus, respectivamente (Ready, 2010). Na Asia, a LV ¢ causada por L.
donovani e ¢ transmitida por Phlebotomus argentipes (Mahoney et al., 1999). A LV pode ser
fatal se ndo tratada e constitui um problema de satde publica emergente e re-emergente sendo
atualmente considerada uma doenga negligenciada pela Organizagdo Mundial de Saude
(Herwaldt, 1999; Ashford, 2000).

A diversidade genética em L. infantum tem sido explorada a partir de diversas
abordagens moleculares como: (I) eletroforese de isoenzimas (MLEE) (Rioux et al., 1990)
(IT) PCR seguida da analise de polimorfismo de tamanho de fragmentos de restricao (RLFP)
de genes codificadores de antigenos (gp63 e cpb) (Mauricio et al., 2001) ¢ miniciculos de
kDNA (Morales et al., 2001), (III) amplificagdo randomica de DNA polimorfico (RAPD)
(Zemanova et al., 2004) e tipagem por analise de microsatélites (MLMT) (Ochsenreither et.
al., 20006).

Baseados nestes trabalhos, Lukes et al., (2007) propuseram uma forte correlagdo entre
a diversidade genética e a origem geografica de espécies do complexo L. donovani de modo a
sugerir uma nova taxonomia na qual apenas L. infantum ¢ L. donovani fossem consideradas
membros desse complexo. Além disto, foi demonstrado nao existir diferengas moleculares
marcantes entre L. chagasi ¢ L. infantum (Ochsenreither et al, 2006; Kuhls et al., 2007,
Mauricio, 2000) o que permite supor que L. infantum, descrita por Nicolle em 1908 e L.
chagasi, descrita por Cunha e Chagas em 1937, sejam a mesma espécie. Vale ressaltar, que a
analise de microsatélites identificou baixo polimorfismo genético entre as espécies do
zimodema MON-1 entre as quais estavam incluidas duas cepas utilizadas em nosso trabalho:
PP75 e IPT1 (Ochsenreither et. al, 2006; Kuhls et. al, 2007).

Alguns autores tém se referido a L. infantum do Novo Mundo como L. infantum
chagasi (Lainson, 2005). Esta terminologia foi contestada por Dantas-Torres (2006) uma vez
que seria a primeira ocorréncia de uma subespeciagao no género Leishmania. Em nosso
trabalho, utilizamos a nomenclatura L. infantum por considerarmos a mesma indistinguivel de

L. chagasi.
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Esta ¢ a primeira vez que uma abordagem bioquimica ¢ utilizada para estudo
comparativo de cepas de L. infantum do Velho e Novo Mundo. Este estudo foi baseado na
caracterizagdo das unidades repetitivas do lipofosfoglicano ou LPG.

O LPG esta majoritariamente expresso na superficie de Leishmania e constitui-se
como molécula fundamental para a sobrevivéncia do parasito ja que participa de processos
importantes como: a adesao ao epitélio intestinal do vetor, protecao contra a lise mediada pelo
complemento e radicais gerados pela explosdo oxidativa no hospedeiro vertebrado (Sacksi,
2001).

O LPG ¢ formado por quatro dominios: 1) ancora lipidica, 2) heptassacarideo central,
3) unidades repetitivas e 4) cap (FIG. 2), dos quais os trés primeiros sdo altamente
conservados entre as diferentes espécies de Leishmania. Na maioria dos trabalhos o
polimorfismo interespecifico do LPG tem sido avaliado. No entanto, o polimorfismo
intraespecifico ainda ¢ pouco estudado. Tal polimorfismo foi observado entre as cepas 1S-2D
e MONGI de L. donovani do Sudio e India, respectivamente (Sacks et. al. 1995; Mahoney et
al., 1999). A cepa 1S-2D possui cadeias laterais sem residuos, enquanto que a cepa MONGI
possui cadeias laterais com 1-2 residuos de B-glicoses. Outra espécie em que o polimorfismo
intraespecifico foi observado foi L. tropica (McConville et al., 1995; Soares et al., 2004). As
cepas L810, L747 e L863 apresentaram niveis diferentes de galactosilagdo quando
comparadas a cepa L75. As unidades repetitivas da cepa LRC-L456 de L. major ndo
apresentam substituigdes ao contrario da cepa LRC-L580 que contém residuos de galactose e
arabinose (McConville et al., 1995). Porém, todos estes trabalhos utilizaram um namero
limitado de cepas bem como procedéncias geograficas.

Neste trabalho, ¢ a primeira vez que se avalia a estrutura das unidades repetitivas do
LPG em um nimero consideravel de cepas (16) e regides geograficas (Brasil, Franca, Tunisia
e Algéria). Os dados obtidos indicam que o polimorfismo no LPG de L. infantum ¢ baixo,
sendo que apenas as cepas PP75 e BH46 (11%) apresentaram um ou mais residuos de glicose,
respectivamente. A presenga deste agucar no LPG tem sido observada em cepas do Novo
Mundo, tais como: L. mexicana (Ilg et al., 1992); nas formas metaciclicas de L. braziliensis
(Soares et al., 2005) e L. amazonensis (Soares et al., dados ndo publicados). A presenga de
glicoses também foi observada em L. tropica (McConville et al., 1995) e L. donovani da India
(Mahoney et al., 1999). As outras cepas (89%) ndo apresentaram residuos em suas cadeias
laterais sendo seus LPGs similares a cepa de L. donovani do Sudéao (Sacks et al., 1995) ¢ as
formas prociclicas de L. braziliensis (Soares et al., 2005). Estes dados indicam ser o
fendomeno de glicosilagdo mais proeminente nas cepas do Novo Mundo. E interessante

ressaltar que os trés tipos de LPG foram encontrados no Brasil (FIG.18)
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Figura 18: Distribuigdo geografica das cepas de L. infantum utilizadas. Os pontos coloridos correspondem ao

tipo de LPG apresentado por cada uma das cepas. Pontos vermelhos- LPG tipo I, ponto amarelo- LPG tipo Il e

ponto verde- LPG tipo III.
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No entanto, um nimero limitado de cepas do Velho Mundo foi utilizado e, talvez, por
esta razdo nao tenhamos observado polimorfismo nas mesmas. Como perspectivas iremos
aumentar este painel de cepas, incluindo inclusive algumas de L. infantum que causam
leishmaniose cutanea na regido Mediterranea e na América Central.

Os resultados obtidos permitiram a identificagdo de trés tipos de LPG para as cepas de
L. infantum. O LPG tipo para L. infantum sera considerado aquele com auséncia completa de
cadeias laterais (tipo I), embora o primeiro LPG descrito (Soares et al., 2002) possua cadeias
laterais com um residuo de glicose e seja aqui considerado como tipo II. E importante
ressaltar o aparecimento pela primeira vez no Novo Mundo de um LPG oligo-glicosilado
(cepa BH46) que foi caracterizado como tipo III. Na figura 19 estdo representados os trés

tipos de LPG.
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Figura 19: Diagrama esquematico dos trés tipos de LPG observados entre as diferentes cepas de L. infantum

analisadas.

O papel do polimorfismo intraespecifico do LPG de L. infantum foi avaliado durante a
infecgdo experimental de L. longipalpis com as cepas Ba262, EMO, IPT1, PP75 e BH46, que
sdo representativas dos trés tipos de LPG. Para todas as cepas analisadas, a densidade de
parasitos encontrados no intestino se manteve alta no 6° dia ap6s a infec¢do. Este € o primeiro
estudo que infectou com sucesso L. longipalpis com diferentes cepas de L. infantum. Estes

resultados podem estar relacionados a alta permissividade de L. longipalpis a diferentes cepas
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e espécies. Este vetor ja foi infectado com uma gama de patégenos desde virus até helmintos
(revisado por Soares, 2003). No entanto, ao contrario do que ocorre em P. papatasi e P.
sergenti em que o polimorfismo dos LPGs parece controlar a competéncia vetorial (Pimenta
et al., 1992; Kamhawi et al., 2000) ndo foi observada em nosso trabalho qualquer relagao
entre os diferentes LPGs e o desenvolvimento do parasitos no vetor.

A participacdo do LPG na ligacdo de promastigotas ao epitélio intestinal dos insetos
vetores foi anteriormente sugerida (Sacks et al., 1995). Além disso, tal participacdo parece
ainda mais evidente quando se considera ensaios in Vvitro em que foram observadas a ligagdo
de LPGs purificados ao intestino e a inibi¢do da ligagdo de promastigotas ao intestino por
essas moléculas (Pimenta et al., 1992; 1994; Sacks et al., 1995; Soares et al., 2002; 2010).
Porém, foi durante o experimento com mutantes incapazes de produzir LPG (Butcher et al.,
1996) que esta estrutura foi considerada crucial para a manutengdo da infec¢do in vivo com L.
major. Entretanto, outros autores conseguiram infectar L. longipalpis (Jacobina) com L. major
mutante para LPG (Myskova et al., 2007), embora nao tenha sido utilizado uma combinagao
natural.

Estudos utilizando mutantes da cepa BH46 de L. infantum em nosso labroratorio nao
conseguiram infectar L. longipalpis sendo que os parasitos morrem pela acdo das enzimas
digestivas, muito antes da adesdo ao epitélio (Freitas et al., dados ndo publicados). Estes
dados demonstram que o LPG ¢ crucial para a interagdo com vetor no modelo L. infantum-L.
longipalpis e seu baixo polimorfismo poderia justificar o sucesso do estabelecimento desta
espécie tanto nos vetores do Velho como Novo Mundo. Finalmente, embora o uso de cepas
mutantes tenha confirmado a participacido do LPG na interagdo parasito-vetor, outros
glicoconjugados como sAP, PPGs e PGs parecem exercer papel fundamental na sobrevivéncia
dos parasitos no estagio inicial da infec¢do (Sacks et al., 2000; Secundino et al., 2010).

O LPG ¢é um importante agonista dos receptores do tipo toll 2 (TLR2) (Tuon et al.,
2008). A ativagao desse receptor depende da integridade da ancora lipidica do LPG. Como
essa por¢ao ¢ conservada entre os LPGs das diferentes espécies de Leishmania, a porgdo
glicana do LPG também deve desempenhar importante papel na ativagdo de TLR2. Esta
hipotese foi confirmada recentemente pela observagdo de que variagdes nas cadeias laterais
em LPGs de diferentes espécies de Leishmania desencadearam produgdo diferencial de
citocinas tais como: INF-y, TNF-a e IL-12 (Feng et al., 1999; De Veer et al., 2003; Becker et
al., 2003).

O papel do polimorfismo intraespecifico do LPG de L. infantum também foi avaliado

por meio da andlise da producdo de 6xido nitrico (NO) por macréfagos murinos estimulados
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com as mesmas cepas utilizadas na infec¢do experimental de L. longipalpis. Além dos
parasitos, os macrofagos foram estimulados com os respectivos LPGs.

Embora os parasitos tenham dirigido a producdo de NO, ndo foram observadas
diferencas entre as cepas utilizadas. De forma semelhante, Gantt et al. (2001) demonstraram o
papel de O, e NO na morte de patdégenos intracelulares em macroéfagos humanos e murinos
infectados com L. infantum. Quanto aos LPGs parece existir uma relagdo entre a estrutura da
molécula e a producdo de NO, ja que foram observadas diferengas entre todos LPGs testados
e mesmo dentro do grupo de cepas que apresentam LPG do tipo I. Além disso, a producao de
NO por LPG glicosilado (tipo II) foi maior quando comparada as demais cepas.

Utilizando LPG de L. major ¢ fragmentos sintéticos de PG, Proudfoot et al. (1996)
também mostraram que esses glicoconjugados foram capazes de estimular a producdo de NO
quando co-estimulados com IFN-y e que este efeito regulatorio era dependente da porgao
glicana do LPG. Da mesma forma, nossos dados utilizando macréfagos murinos estimulados
com IFN-y mostraram uma relagdo entre a por¢ao glicana do LPG e a producao de NO, de
modo que parece existir uma tendéncia de LPGs glicosilados (tipo II) e talvez (tipo III) levar a
uma maior produgdo de NO. Estes dados corroboram aqueles encontrados por Proudfoot et al.
(1996) em que PGs com estruturas mais complexas estavam associados a maior producao de
NO em L. major.

Embora estes dados indiquem uma tendéncia de LPGs glicosilados estimularem maior
producao de NO, uma correlagdo entre a estrutura do LPG e a viruléncia ainda ndo pode ser
determinada e ¢, provavelmente, cepa-especifica. No entanto, duranto a infec¢do in vivo ¢
possivel especular que outras moléculas poderiam estar modulando a produgdo de NO
juntamente com LPG.

Juntos, os resultados obtidos neste trabalho indicam que o polimorfismo
intraespecifico do LPG de L. infantum ndo tem efeito sobre a interagdo do parasito com seu
vetor, mas exerce papel regulatorio sobre a producdo de uma importante molécula efetora do
sistema imune inato do hospedeiro vertebrado. Além disso, a caracterizagao de todos estes
LPGs confirma os dados de estudos moleculares anteriores € nos permitem considerar que

L.chagasi e L. infantum sdo a mesma espécie.
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1)

2)

3)

4)

7 Conclusoes

Foram observados trés tipos de variagdes na molécula de LPG: tipo I, unidades
repetitivas sem cadeias laterais; tipo II, unidades repetitivas com cadeias laterais
contendo um residuo de B-glicose e, tipo III, unidades repetitivas com cadeias laterais

contendo até trés residuos de glicose;

Nao foram observadas diferencas na densidade de parasitos no intestino do vetor

infectado com as cepas de Leishmania que exibem um dos trés tipos de LPG;

Foi observada uma tendéncia a maior produ¢do de Oxido Nitrico por macrofagos

murinos estimulados por LPGs glicosilados do tipo II;

A caracterizagdo bioquimica destes LPGs confirma os dados de recentes estudos
moleculares e permite concluir que L. chagasi e L. infantum constituem uma tnica

espécie.
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Abstract

Intraspecies variations in the lipophosphoglycan (LPG) have been the focus of intense
study over the years due its role in the specificity during sand fly-Leishmania interaction.
This cell surface glycoconjugate is highly polymorphic among species with variations in
sugars that branch off the conserved Gal(f1,4)Man(al)-POs backbone of repeat units.
However, the degree of intraspecies polymorphism in the LPG of Leishmania infantum (syn.
Leishmania chagasi) is not known. In this study, the intraspecific variation in the repeat units
of LPG was evaluated in 16 strains of L. infantum from Brazil, France, Algeria and Tunisia.
The structural polymorphism in the L. infantum LPG repeat units was relatively slight and
consisted of three types: Type I, which does not have side chains; type II, having one [3-
glucose residues that branch off the disaccharide-phosphate repeat units and, type III, having
up to three glucose residues (oligo-glucosylated). The significance of these modifications was
investigated during in vivo interaction of L. infantum with Lutzomyia longipalpis and, in vitro
interaction of the parasites and respective LPGs with murine macrophages. There were no
consequential differences in the parasite densities in the sand fly midgut infected with
Leishmania strains exhibiting type I, IT and III LPGs. However, a higher nitric oxide (NO)
production was observed in macrophages exposed to glucosylated type II LPG.

Keywords: Leishmania infantum; lipophosphoglycan; Lutzomyia longipalpis; intraspecific

variation; interaction.
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1. Introduction

Visceral Leishmaniasis (VL) is caused by Leishmania (Leishmania) infantum (syn.
Leishmania (L.) chagasi) and Leishmania (L.) donovani. This disease has a broad range of
manifestations from asymptomatic or subclinical infection to acute, subacute, or chronic
course (Herwaldt, 1999). Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae) is the main vector of
VL in Latin America (Grimaldi, 1989). In the Mediterranean Western Basin, VL is mainly
transmitted by Phlebotomus perniciosus (Ready, 2010). In the spite of being a rural disease,
VL is urbanizing as a result of environmental changes and vector adaptation to the human
habitats and domestic reservoirs (Ashford, 2000).

The dominant cell surface glycoconjugate of Leishmania is the lipophosphoglycan
(LPG), which has been implicated in a wide range of functions both in the vertebrate and
invertebrate hosts. In the vertebrate host, this virulence factor’s main functions include:
attachment and entry into macrophages, modulation of nitric oxide (NO) production
(Brittingham and Mosser, 1986), inhibition of protein kinase C (Giorgione et al. 1996) and
induction of neutrophil extracellular traps (NETs) (Guimardes-Costa et al., 2009). In the
invertebrate host, variations in the LPG have been implicated in the specificity of different
sand fly species to Leishmania (Pimenta et al., 1992; 1994), where attachment of the parasite
to a microvilli receptor is a crucial event during the interaction parasite-vector (Kamhawi et
al., 2004).

LPG structures have already been described for several dermotropic and viscerotropic
Leishmania species (Mahoney et al., 1999; McConville et al., 1992; 1995; Sacks et al., 1995;
Soares et al., 2002, 2004, 2005). However, there is no available information on the degree of
variability in the LPG structure from Old and New World strains of L. infantum. Basically,
the LPGs have a conserved glycan core region of Gal(al,6)Gal(al,3)GaldB1,3)[Glc(al)-
POsJMan(al,3)Man(al,4)-GlcN(al) linked to a 1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidylinositol
anchor. The salient feature of LPG is another conserved domain consisting of the
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Gal(B1,4)Man(al1)-PO4 backbone of repeat units (n~15-30). The distinguishing feature of
LPGs responsible for the polymorphisms among Leishmania species is in the variability of
sugar composition and sequence of branching sugars attached to the repeat units and cap
structure (Turco and Descoteaux, 1992). For example, L. infantum (strain PP75) LPG
contains B-glucoses attached to the C3 hydroxyl of the repeat unit galactose (Soares et al.,
2002).

Intracellular parasitism by Leishmania and the involvement of LPG has been the
subject of investigation previously (Alexander, 1999; Descoteaux, 2002). As an example,
LPGs of Leishmania were identified as potent agonists of TLR2 in human NK cells and
murine macrophages, triggering the production of TNF-a and IFN—y via a functional MyD88
adaptor protein. Importantly, the integrity of the lipid anchor is necessary for activity
(Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003). Early studies by Proudfoot et al. (1996) showed
that L. major LPG synergized with IFN-y for the induction of iNOS expression in murine
macrophages in vitro. Also, this regulatory activity of LPG was contained within the PG
moiety. Since the lipid moiety is conserved, it is still unknown if intraspecific variations in
the PG carbohydrate portion will trigger different responses in the New World species L.
infantum.

Intraspecific variation in the LPG is poorly understood. In L. donovani (Sudan) the
LPG is devoid of side-chains (Sacks et al., 1995) whereas the Indian strain possesses 1-2 3-
glucose residues in the repeat units (Mahoney et al., 1999). In Leishmania major, the LV39
strain has longer poly-galactosylated side-chains, whereas Friedlin (FV1) strain has shorter
galactosylated side-chains often capped with a-arabinose residues (McConville et al., 1992;
Dobson et al, 2003). In L. tropica, intraspecific LPG variability was assessed in the Israeli
strains L810/L.863 and L747, where the presence of 3-galactose residues was determinant in
preventing their development in Phlebotomus sergenti (Kamhawi et al., 2000; Soares et al.,

2004). In this study, we report for the first time the intraspecific LPG variability of L.
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infantum (Brazil, Europe and Africa). Those polymorphisms were evaluated during the

interaction with L. longipalpis and murine macrophages.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Materials were obtained as follows: Medium 199 from Gibco Life Technologies;
foetal calf serum (FCS) from Atlanta Biologicals; AG50W-X12 cation-exchange resin, AG1-
X8 anion-exchange resin from Bio-Rad (Hercules, CA); phenyl-sepharose CL-4B, alkaline
phosphatase (Escherichia coli) from Sigma.

2.2. Parasites

Leishmania strains are listed in Table I. Starter cultures of promastigotes were grown
in Medium 199 supplemented with 10% heat-inactivated FCS, penicillin (100 units/ml),
streptomycin (50 pg/ml), 12.5 mM glutamine, 0.1 M adenine, 0.0005% hemin, and 40 mM
Hepes, pH 7.4 at 25 °C (Soares et al., 2002).

2.3. Extraction and purification of LPG

LPGs from parasites in early stationary phase were extracted in solvent E
(H,O/ethanol/diethyl ether/pyridine/NH4OH; 15:15:5:1:0.017). The extract was dried by N,
evaporation, resuspended in 0.1 N acetic acid/0.1 M NacCl, and applied to a column of phenyl-
Sepharose (2 ml), equilibrated in the same buffer. LPG was eluted using solvent E (Orlandi
and Turco, 1987).

2.4. Immunoblotting

Purified LPGs were transferred to nitrocellulose paper. The membrane was blocked (1
h) in 5% milk in PBS and probed for 1 h with monoclonal antibody (mAb) CA7AE (1:1,000),
which recognizes the unsubstituted Gal(1,4)Man repeat units (Tolson et al., 1989). After
three 5-min washes in PBS, the membrane was incubated for 1 h with anti-mouse IgG
conjugated with peroxidase (1:10,000) and the reaction was visualised using luminol.
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2.5. Preparation of repeat units

Purified LPG was subjected to mild acid hydrolysis (0.02 N HCI, 5 min, 100 °C) to
depolymerise the repeat units and cap structures. Water-soluble fractions were partitioned
using 1-butanol and repeat units were desalted by passage through a two-layered column of
AG50W-X12 (H") over AG1-X8 (acetate) (Mahoney et al., 1999).

2.6. Enzymatic treatments

Phosphorylated repeat units were treated with alkaline phosphatase in 15 mM Tris
buffer, pH 9.0 (1 unit, 16 h, 37°C). Neutral oligosaccharides were treated with E. coli -
galactosidase in 80 mM Na3zPOy, pH 7.3 (4 units, 16 h, 37°C) (Soares et al., 2002).

2.7. Preparation of monosaccharides

The repeat units purified above were subjected to strong acid hydrolysis (2 N
trifluoroacetic acid, 3h, 100 °C). Samples were desalted by passage through a two-layered
column of AG50W-X12 (H") over AG1-X8 (acetate) and subjected to FACE and HPLC.

2.8. Fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis (FACE)

For repeat units, samples were fluorescently labeled with 0.05 N ANTS (8-
aminonaphthalene-1,3,6-trisulfate) and 1 M cyanoborohydride (37°C, 16h). Monosaccharides
were fluorescently labeled with 0.1 M AMAC (2-aminoacridone) in 5% acetic acid and 1 M
cyanoborohydride. Sugars were subjected to FACE and the gel was visualised by a UV
imager (Soares et al., 2004).

2.9. Capillary electrophoresis (CE)

Dephosphorylated repeat units were labeled with 0.02 M APTS (8-aminopyrene-1,3,6-
trisulfonic acid trisodium salt) in 15% acetic acid in sodium cyanoborohydride buffer and
incubated overnight at 37 °C. Samples were run on CE with 25 kV for 20 min using reverse
phase chromatography started with 10 sec and 5 psi pressure injection (Soares et al., 2004).

2.10. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)
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Monosaccharides were separated using a DX-500 HPLC (Dionex Corp.) with ED40
electrochemical detection. The samples were run on a CarboPac PA10 column (4 X 250mm)
in the presence of 18 mM NaOH (flow rate 1 mL/min, 2000 psi). Glucose, galactose and

mannose (100 pg/mL) were used as standards.

2.11. Purification of murine peritoneal macrophages, cell culture and NO

measurements

Thioglycollate-elicited peritoneal macrophages were removed from C57BL/6 mouse
by peritoneal washing and enriched by plastic adherence. Cells (5 X 105 cells/well) were
cultured at 370C/5% CO2 in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 2 mM
glutamine, 50 U/mL of penicillin and 50 pg/mL streptomycin. They were kept in 96-well
plates, primed with IFN-y (100 IU/mL) (Kolodziej et al., 2008), incubated with parasites
(10:1) and LPG (0.5 mM) purified from procyclic Leishmania. Culture supernatants were
collected after 72h and nitrite concentrations were determined by Griess reaction (Drapier et
al., 1988). All LPG and parasite incubations were performed in triplicate and in the presence

of Polimixin B (50 pg/mL).
2.12. Sand fly infections

Lutzomyia longipalpis sand flies were captured in the Lapinha Cave, municipality of
Lagoa Santa in a non-endemic area, Minas Gerais State, Brazil. The wild-caught sand flies
were collected and fed on 30% sucrose solution for 3-5 day prior to ensure maturity for
infection with a membrane glass-feeder device (Pimenta et al., 1992). Heparinised mouse
blood (37 °C) containing 4 X 10° /mL logarithmic phase promastigotes (strains Ba262, PP75,
BH46, IPT1 e EMO) was offered for 3 h under dark conditions. Blood engorged flies were
separated and maintained at 26°C with 30% sucrose. The sand flies were anesthetised with

CO,, their midguts dissected on days 2 and 6 post-infection. Guts were homogenised in 30 pl
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PBS and the number of viable promastigotes determined by counting under a Neubauer
improved haemocytometer.
2.13. Statistical analysis

The Shapiro-Wilk test was conducted to test the null hypothesis that the data are
sampled from a Gaussian distribution (Shapiro and Wilk, 1965). The P value (p>0.05)
showed that the data did not deviate from Gaussian distribution. For this reason, student’s T
test and ANOVA were performed to test equality of population medians among groups and
independent samples. Data were analysed by GraphPad Prism 4.0 software and P<0.05 was

considered significant.
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3. Results

3.1. Purification of LPG and characterisation of repeat units

The purified LPGs from all L. infantum strains (Table I) were recognised by the mAb
CA7AE. In Figure 1, a representation including 13 strains is shown. Since the antibody
recognizes Gal(B1,4)Man unsubstituted repeat units in LPG, these results indicate at least
some of the repeat units are indeed unsubstituted. For further structural information, the
LPGs from all strains were depolymerised and purified phosphorylated repeat units were
dephosphorylated with alkaline phosphatase and desalted prior to FACE analysis. Five
selected L. infantum strains (PP75, EMO, BH46, Ba-262 and 268) showing each type of
dephosphorylated repeat units are shown in Figure 2. Three profiles were observed: I) a
disaccharide (most of the strains); II) a disaccharide and a trisaccharide (control strain PP75)
(Soares et al., 2002) (Fig. 2A) and III) a disaccharide, trisaccharide, tetrasaccharide and
pentasaccharide (strain BH46) (Fig. 2B). The disaccharide also comigrated with standard
Gal(B1,4)Man from L. donovani (1S-2D) (Fig. 2A) and was susceptible to -galactosidase
digestion in represented strain 268 (Fig. 2C), consistent with the basic structure of
Gal(p1,4)Man common to all LPGs. In our previous study (Soares et al., 2002), the
trisaccharide (Fig. 2A) of PP75 LPG was susceptible to treatment with [B-glucosidase
indicating a B-glucose residue as side-chain.

3.2. Capillary electrophoresis and monosaccharide profiles

The proportion of each type of repeat unit from three representatives of the 16 L.
infantum strains was determined by capillary electrophoresis (Fig. 3A-C) and the results
confirmed the profiles observed in FACE (Fig. 2). In previously non-studied strains such as
BHA46, it was necessary to determine the identity of hexose (Hex) sugar branching-off the
PO4-Gal(B1,4)Man backbone. This was accomplished after strong acid hydrolysis of the

repeat units and FACE analysis of the individual monosaccharides only for strains bearing
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type I and type III LPGs (EMO and BH46) (Fig. 4). The gel showed the expected banding
profile for monosaccharides obtained from total acid hydrolysis of LPG from the L. donovani
(1S-2D) control; two co-migrated together with galactose and mannose standards common to
all repeat units. The relative proportion of Gal:Man does not appear to be equal by the FACE,
but this is because a high proportion of PO4-Gal is resistant to strong acid hydrolysis under
the conditions used. Background levels of glucose were observed in the L. infantum strain
EMO. Those were probably originated from the cap or glycan core during the mild acid
hydrolysis in the initial steps of the purification of repeat units. However, a higher intense
glucose band in the strain BH46 indicates that this sugar is presented in their side-chains.

3.3. High Performance Liquid Chromatography

To determine the proportion of sugars comprising the repeats of LPG, HPLC was
performed from only two representatives of the 16 L. infantum strains (Fig. 5). Similar to
what was observed in Figure 4, glucose peaks were observed in the strains EMO and BH46.
However, in the BH46 strain, the Glc/Man ratios were higher than in the EMO strain (0.25
versus 0.13) confirming the presence of higher amounts of glucose (Fig. 5B-C).

3.4. Generalised structures of the LPGs from L. infantum strains

Collectively, the biochemical analysis of the LPG repeat units of all L. infantum
strains is summarised in Table II and depicted in Fig. 6. The large majority of strains that
were analysed possessed LPGs which had repeat units that were unsubstituted (88%), a
characteristic of other species (i.e., L. donovani 1S-2D) that causes VL (Sacks et al., 1995).
Among our tested strains, we found no other that was similar to our previously reported L.
infantum strain PP75 (Soares et al., 2002) which possessed mostly unsubstituted Gal-Man
repeats and some mono-glucosylated Gal-Man repeats. One strain (BH46) was significantly
glucosylated as side chains in LPG repeats, containing up to 3 glucose residues.

3.4. Sand fly infections and Nitric Oxide production
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Among the various parameters that could investigate the importance of the glucosylation of
LPG repeat units, we chose to determine the survival of five representatives of the 16 L.
infantum strains in sand fly vectors and their ability to elicit NO production by murine
macrophages. In vivo midgut infections of the sand flies were determined on days 2 and 6.
The reason for choosing those days was due to excretion of the blood meal on day 3. At this
point, non-attached parasites are lost, followed by midgut re-colonisation by attached ones.
No statistical differences in parasite densities from any of the L. infantum strains were
observed (P>0.05, Fig. 7). Upon stimulation with different parasite strains, respective LPGs
and LPS, a higher NO production was observed compared to control (IFN-y) by murine
macrophages (P<0.0001) (Fig. 8). There was no difference among live parasites using
ANOVA (p>0.05). On the other hand, using purified LPGs, ANOVA showed clear
differences among all the five strains, where it seemed to have a trend in the glucosylated
types Il and III to trigger a higher NO production compared to type I (p<0.0001). However,
even within Type I group there was statistical difference among the three strains. For
example, the NO production by Ba262 was statistically lower than the strains EMO and IPT1
(p<0.001). The PP75 strain was the only one that was statistically different from all strains
(p<0.0001). This strain produced high levels of NO as the LPS control (p>0.05). As
expected, NO production by LPS was high and was inhibited by Polymixin B (not shown).
No stimulation was observed in the absence of INF-y either with parasites or LPG (not

shown).
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4. Discussion

Leishmania infantum is the causative agent of VL in the Old and New World and was
first described by Nicolle in 1908. In the New world, L. chagasi was incriminated as the
agent of VL for many years. However, immunological and molecular studies recognised
those two species as the same (Mauricio et al., 2000). Genetic variability of L. infantum from
Europe, Africa, Asia and South America has been studied using different markers including:
multilocus enzyme electrophoresis (MLEE) (Chicharro et al., 2002; Pratlong et al., 2004;
Campino et al., 2006; Kallel et al., 2008); random amplified polymorphic DNA (RAPD)
(Zemanova et al., 2004); multilocus microsatellite typing (MLMT) (Ochsenreither et al.,
2006; Kuhls et al., 2007; Seridi et al. 2008a; Amro et al., 2009); PCR-based methods (Laurent
et al., 2009); analysis of the ribosomal internal transcribed spacer (ITS) (Kuhls et al., 2005);
multilocus sequence typing (Mauricio et al., 2006) and restriction fragment length
polymorphism (RFLP-PCR) of kDNA minicircles (KDNAPCR-RFLP (Morales et al., 2001)
and cpb and gp63 genes (cbp- and —-gp63PCR-RFLP) (Seridi et al., 2008b). This is the first
study describing the intraspecific variability of L. infantum LPG, whose main polymorphisms
reside in the side modifications of the conserved Gal(B1,4)Man(al)-PO4 backbone. In this
work, the use of biochemical tools to compare different strains of L. infantum has increased
our knowledge of Leishmania variability. Such variations were explored in the context of
their interactions with the New World sand fly L. longipalpis and murine macrophages.

The LPGs of Leishmania have a conserved glycan core region, consisting of the
structure Gal(a1,6)Gal(a1,3)Gal{B1,3)[Glc(al)-PO4]Man(al,3)Man(al,4)-GIcN(al). The
lipid anchor is also conserved, characterized by a 1-O-alkyl-2-lyso-phosphatidylinositol
containing either Cy4 or Cys as the aliphatic substituent (Orlandi and Turco, 1987). The repeat
units and small oligosaccharide caps exclusively account for the polymorphism among
Leishmania LPGs and have been shown to be the sites for parasite interactions with their
vectors (Pimenta et al., 1992; 1994; Kamhawi et al., 2004). Leishmania infantum procyclic
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LPG (strain PP75) has B-glucose residues in about one-third of the repeat units, while in the
metacyclic phase a down-regulation of those sugars occurs (Soares et al., 2002). Glucose
residues are commonly present in the side-chains in L. mexicana, L. tropica and L. donovani
(India) (Ilg et al. 1992; McConville et al., 1995, Mahoney et al., 1999). On the other hand, L.
major (FV1) has galactose and arabinose residues in its LPG (McConville et al., 1992), but
not glucose. In this work, we reported for the first time, a panel of 16 L. infantum strains
from Brazil, Africa and Europe. Based on our data, it was observed that the intraspecific
polymorphism of L. infantum LPG is very low (Fig. 6). Most of the strains (88%) analysed
either from the New or Old World was devoid of side chains and considered as type I. The
PP75 strain previously studied, had a B-glucose substitution in the side-chain (Soares et al.,
2002) and was considered a type II. Interestingly, the BH46 strain has up to three glucose
side chains, a profile never observed in any LPG (type III). Oligo-glucosylation with 1-2
glucose residues side chains in LPG repeat units had been previously observed in L. donovani
from India (Mahoney et al., 1999) and in the metacyclic forms of L. braziliensis (Soares et al.,
2005). Those B-glucoses residues were suggested to have a role in the interactions of the
parasite with the sand fly midgut in Phlebotomus argentipes, L. longipalpis, Lutzomyia
whitmani and Lutzomyia intermedia (Mahoney et al., 1999; Soares et al., 2002; 2010). In L.
major, B-galactose residues play a crucial role in midgut attachment in Phlebotomus papatasi
(Kamhawi et al., 2004).

Here, we investigated if variations in the glucose residues in the LPGs would account
for differences during in vivo midgut attachment of field captured L. longipalpis and in vitro
NO synthesis by murine macrophages. The in vivo experiments with sand flies did not show
any difference when using L. infantum parasites with different LPG types. Using different
strains of L. infantum from Brazil and even one from Tunisia (IPT1), the parasite densities
were high and were probably related to the ability of this sand fly to carry different species

and/or strains. In our work, the LPGs from European and African parasites were
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indistinguishable from most of the Brazilian L. infantum strains. The permissive nature of L.
longipalpis could be related to its success in establishing the transmission of L. infantum after
its introduction in South America (Myskova et al., 2007). Considerable discussion about the
permissiveness of the vector L. longipalpis has been published (Volf and Miskova, 2007; Volf
et al., 2008; Myskova et al., 2007), where mutants of L. major unable to synthetise LPG were
able to sustain infection in this vector. This suggests that LPG was not crucial for
development of those species in this sand fly. Lutzomyia longipalpis was susceptible to and
sustained infection with a variety of pathogens from viruses to helminthes (reviewed in
Soares and Turco, 2003). However, the LPG of L. infantum was able to bind to the sand fly
midgut as previously shown (Soares et al., 2002). Generation of LPG mutants in L. infantum
may help resolve the apparent discrepancy of the role and importance of LPG during the
interaction with L. longipalpis. Although LPG has been shown to be a crucial molecule for
parasite survival and establishment in the midgut, other molecules may also play a role in this
process such as the proteophosphoglycans (PPGs) (Rogers et al. 2004). The existence of
midgut glycoproteins bearing terminal N-acetylgalactosamine in permissive species was also
suggested as a putative parasite ligand (Myskova et al., 2007). Nevertheless, regardless of the
type of LPG, L. longipalpis was able to sustain infection with all the L. infantum strains
tested.

A similar trend was observed while using live parasites in the interaction with
macrophages. Although parasites were able to trigger NO production in the presence of INF-
v, no difference was observed with all the L. infantum strains tested. Similarly, Gantt et al.
(2001) demonstrated the role of O, and NO in the intracellular killing of the parasite in
human and murine macrophages infected with intracellular L. infantum. Using L. major LPG
and SPGs, Proudfoot et al. (1996) showed that those glycoconjugates were able to stimulate
NO production when co-stimulated with IFN-y, and this regulatory effect was dependent on
the glycan portion of LPG. Similarly, our data using INF-y primed murine macrophages
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showed that NO production was variable among all strains and also within a group such as the
LPG Type 1. Interestingly, a higher NO production was observed in glucosylated type II LPG
compared to all strains. This is in agreement with previous observations of Proudfoot et al.
(1996), where more complex PGs structures elicited a higher NO production in L. major.
Since the lipid moiety is conserved among Leishmania species and has agonistic activity for
TLR2 (Becker et al., 2003; de Veer et al., 2003), the role of the glycan part is also crucial for
NO production. Although those preliminary data indicate a trend in the glucosylated type 11
and perhaps III to elicite a higher NO production, still, a clear correlation between virulence
in LPG structure could not be determined and are probably strain specific. However, the role
of other molecules could also be modulating NO production together with LPG. Based on the
LPG characteristics from New and Old World L. infantum, our biochemical data is in
accordance with molecular data indicating that L. chagasi and L. infantum are the same

species.
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Figure legends
Fig. 1. Immunoblotting of purified LPG (10 pg per lane) from L. infantum strains probed
with the antibody CA7AE (1:1,000). Data are a representation of 13 of the 16 strains

analysed. Detailed information about the strains is described in Table 1.

Fig. 2. Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE) of LPG repeat units.
Panel A, FACE analysis of controls: Lanes 1, oligoglucose ladder represented by G,-Gs; lane
2, L. donovani (1S-2D); lane 3, L. infantum PP75 (Soares et al., 2002). Panel B, FACE
analysis of L. infantum strains: lane 2, L. infantum (EMO); lane 3, L. infantum BH46; lane 4,
L. infantum Ba262; Panel C, FACE analysis of dephosphorylated repeat units of L. infantum
(strain 268) treated with B-galactosidase: lane 2, repeat unit untreated (-); lane 3, repeat unit
treated with -galactosidase (+). Number in parentheses represents the types of repeat unit:
(I) No side chains, disaccharides; (II), side chains with one residue, trisaccharides and (III),
side chains with more than one residue, tetra and pentasaccharides. Man — mannose, Gal —

galactose, Glc — glucose, Hex — hexose and Mono - monosaccharides.

Fig. 3. Capillary electrophoresis (CE) analysis of repeat units. Panel A, L. infantum (Ba262)
(type 1); Panel B, L. infantum (PP75) (type II) and Panel C, L. infantum (BH46) (type III).
Mono — monosaccharides, di — disaccharides, tri — trisaccharides, tetra — tetrasaccharides and

penta — pentasaccharides.

Fig. 4. Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis (FACE) of monosaccharides
from polymorphic LPG repeat units after strong acid hydrolysis. Lane 1, standards sugars;
lane 2, Control strain L. donovani (1S-2D); lane 3, L. infantum (EMO) and lane 4, L. infantum

(BH46). Man — mannose, Gal — galactose, Glc — glucose.
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Fig. 5. High performance liquid chromatography of monosaccharides. Panel A, controls D-
mannose, D-galactose and D-glucose (100 mg/mL); Panel B, monosaccharides from repeat
units of L. infantum (EMO); Panel C, monosaccharides from repeat units of L. infantum

(BH46). Man — mannose, Gal — galactose, Glc — glucose.

Fig. 6. Schematic diagram of different types of LPG (I, II and III) from Old and New World
L. infantum strains. The structure of  the glycan core is
Gal(al,6)Gal(a1,3)Galda1,3)[Gle(a1-PO4)-6]-Man(al,3)Man(a1,4)GlcN(al,6) linked to 1-
O-alkyl-2-lyso-phosphatidylinositol anchor. The repeat units are 6-Gal(f1,4)Man(ol)-POs.

The precise locations of the Glc side chains in the repeat unit domain are not known.

Fig. 7. Parasite densities in the midgut of L. longipalpis artificially fed with L. infantum
(strains Ba262, EMO, IPT1, PP75 and BH46) exhibiting different LPG types (I, II and III).
2d, 2 days post-feeding; 6d, 6 days post-feeding. Results are the representation of two

experiments.

Fig. 8. Nitric oxide production by C57BL/6 mouse macrophages primed with [FN-y (100
IU/mL) upon stimulation with live parasites (1:10), lipophosphoglycan (LPG) (0.5 mM) from
L. infantum (strains Ba262, EMO, IPT1, PP75 and BH46) exhibiting different LPG types (I, II
and IIT) and Lipopolyssacharide (LPS) (100 ng/mL). P <0.05 is considered significant. *

indicates ANOVA, ** indicates “t” test. Results are the representation of three experiments.
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Fig. 3.
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Fig. 5.
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Fig. 6.
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Fig. 7
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Table 1

Strains of Leishmania infantum analyzed in this study.

Strains L. infantum (L. chagasi)® Denomination  Clinical ~ Origin (city/state”/country)
used in the text  pattern®
MHOM/BR/74/PP75%* PP75 VL Icatu/BA/Brazil
MHOM/BR/70/BH46 BH46 VL Conselheiro Pena/MG/ Brazil
MCAN/BR/89/Ba-262 Ba262 CanL Jacobina/BA/Brazil
MHOM/BR/2001/HP-EMO EMO VL Pancas/ES/Brazil
MHOM/BR/1987/HCO-1 957 VL ND/ES/Brazil
MCAN/BR/99/JP15 JP15 CanL Jodo Pessoa/PB/Brazil
MHOM/BR/1985/GS 640 VL ND/BA/Brazil
MHOM/BR/2003/MMF 2566 VL Cipolandia/MS/Brazil
240 (dog/BR/ND) 240 CanL Belo Horizonte/MG/Brazil
291 (ND/BR/ND) 291 ND Aracaju/SE/Brazil
MCAN/BR/2004/CUR268 268 CanL Belo Horizonte/MG/Brazil
MCAN/BR/2004/CUR269 269 CanL Belo Horizonte/MG/Brazil
MCAN/BR/2003/CUR211 211 CanL Belo Horizonte/MG/Brazil
MCAN/FR/1982/PHAROAH Pharoah CanL ND*/France
MHOM/TU/1980/IPT1 IPT1 VL ND/Tunisia
MCAN/AL/1983/LIPA116 LIPA CanL ND/Algeria
L. donovani MHOM/SD/00/1S-2D* 1S-2D VL ND/Sudan

* The World Health Organization (WHO) code is as follows: host (MHOM, Homo sapiens;
MCAN, Canis familiaris)/country/year of isolation/name of strain.

® Brazilian states: MG, Minas Gerais; BA, Bahia; PB, Paraiba; MS, Mato Grosso do Sul; ES,

Espirito Santo; SE, Sergipe.

¢ VL, visceral leishmaniasis, CanL, canine leishmaniasis, ND, not determined.

* Strains of L. infantum (PP75) and L. donovani (1S-2D) were used as controls.
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Table 2

Repeat unit profiles of Leishmania infantum lipophosphoglycans*.

Strain LPG type Di Tri Tetra Penta
Ba262 1 100% -- - --
PP75 2 71% 29%** -- --
BH46 3 23% 4495 * 17%** 16%**
EMO 1 100% -- -- --
957 1 100% -- -- --
JP15 | 100% -- -- --
640 1 100% -- - --
2566 | 100% -- -- --
240 1 100% -- - --
268 1 100% -- -- --
269 1 100% -- - --
211 1 100% -- -- --
291 1 100% -- - --
Pharoah 1 100% -- -- --
IPTI 1 100% -- - --
LIPA 1 100% -- -- --

Legend: Di — disaccharide; Tri — trisaccharide; Tetra — tetrasaccharide;
pentasaccharide. * — Determined using capillary electrophoresis. ** - side-chains are
composed of glucose residues according to fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis

and high performance liquid chromatography.

Penta —
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