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RESUMO

Leishmania (Viannia) brazliensis ¢ o agente etioldgico da leishmaniose tegumenta.
americana (LTA) podendo causar diferentes formas clinicas: leishmaniose cutinea (CL),
muco-cutdnea (LMC) e lesdes atipicas (LAT). Estas ultimas podem apresentar-se como
papulas, placas, ndédulos verrucosos, lesdes vegetativas e/ou lupdides. Nossa hipotese de
trabalho seria quais os fatores responsaveis por estas diferentes manifestagdes clinicas dentro
desta espécie. Foram avaliados diferentes parametros relacionados a infectividade do parasito:
1) papel do lipofosfoglicano (LPG) na interagdo com macrdfagos peritoneais; 2) avaliagdo dos
parasitos na biogénese de fagossomos em macrofagos medulares (BMMs); 3) avaliacdo e
quantificagdo da expressdo de LPG e GP63 na superficie dos parasitos e, 4) caracterizagdo
preliminar de LPGs purificados destes parasitos. Utilizamos seis cepas/isolados de L.
braziliensis: M2903, RR051 ¢ RR418 (lesdes tipicas), RR410 (atipica), M15991 (muco-
cutanea) e M8401 (cepa isolada de vetor). LPGs das diferentes cepas/isolados de L.
brazliensis foram extraidos e purificados. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6
e respectivos knock-outs (TLR2 -/- ¢ TLR4 -/-) foram estimulados por estes LPGs para a
producdo de 6xido nitrico (NO) e citocinas. Os LPGs, dependendo da forma clinica da cepa
de que foram purificados, ativaram diferencialmente a produ¢do de NO e citocinas (TNF-a,
IL-6, 1L-12) via TLR4. Ndo houve produgdo de IL-1f. No proximo passo, incubamos os
mesmos LPGs em presenca de zimozan. Os LPGs aderidos ao zimozam foram incubados com
BMMs para a avaliagdo do marcador de biogénese LAMP1 (recrutamento e fagocitose). Ndo
foi observada diferengas na biogénese de fagossomos de BMMs incubados com zimozan e
LPGs das diferentes cepas/isolados. Posteriormente, os parasitos foram opsonizados e
incubados em presenga dos BMMs para a avaliagdo infeccdo. A cepa RR410 (atipica)
apresentou um indice de infectividade menor quando comparada as outras cepas. Estes
mesmos experimentos foram realizados na presenca de LAMP1 e Lysotracker (fagocitose e
acidificagdo). Os parasitos induziram diferengas na biogénese de fagossomos dependendo da
cepa/isolado. Por exemplo, a cepa atipica (RR410) foi menos fagocitada que as outras,
enquanto a cepa M15991 (muco-cutanea) acidificou menos o fagolissomo. Para a avaliacdo da
expressdo de LPG e GP63, foi observado em comparagdo aos controles (Leishmania donovani
e Leishmania major) que ambos glicoconjugados estavam menos expressos na superficie de
L. braziliensis. Nossos resultados demostraram que diferentes isolados de L. brazliensis de
diferentes formas clinicas e hospedeiros podem induzir diferentes respostas em células do
hospedeiro vertebrado. Este efeito se deu principalmente, na fagocitose, produgdo de NO e
citocinas, desfechos na biogénese dos fagossomos e expressdo de glicoconjugados (LPG e
GP63). A caracterizacdo preliminar das unidades repetitivas do LPG detectou polimorfismos
que podem justificar os diferentes padrdes de ativagdo em macroéfagos peritoneais e de
infeccdo com os parasitos inteiros.

PALAVRAS- CHAVE: Leishmania (Viannia) brazliensis, interagdo parasito-hospedeiro;
Lipofosfoglicano, GP63; biogénese,



ABSTRACT

Leishmania (Viannia) brazliensis is the etiologic agent of American Tegumentary
Leishmaniasis (ATL) displaying different clinical forms: cutaneous leishmaniasis (CL),
mucocutaneous (MCL) and atypical lesions (LAT). LAT may be presented as papules,
plaques, verrucous nodules, vegetative and/or lupoid lesions. In our hypothesis we are testing
the possible factors responsible for those different clinical manifestations within this species.
Different parameters related to infectivity of the parasite were evaluated: 1) role of
lipophosphoglycan (LPG) in the interaction with peritoneal macrophages; 2) evaluation of
parasites in the biogenesis of phagosomes in medullary macrophages (BMMs); 3) evaluation
and quantification of LPG and GP63 expression on the surface of the parasites and, 4)
preliminary characterization of purified LPGs of these parasites. We used six isolates of L.
braziliensis: M2903, RRO051 and RR418 (typical lesions), RR410 (atypical), M15991
(mucocutaneous) and M8401 (isolated vector strain). LPGs from the different isolates of L.
brazliensis were extracted and purified. Peritoneal macrophages of C57BL/6 mice and their
knock outs (TLR2 -/- and TLR4 -/-) were stimulated by these LPGs for the production of
nitric oxide (NO) and cytokines. LPGs, depending on the clinical form of the strain from
which they were purified, differentially activated the production of NO and cytokines (TNF-a,
IL-6, 1L-12) via TLR4. There was no production of IL-1p next step, we incubated the same
LPGs in the presence of zymosan. LPGs adhered to zymosan were incubated with BMMs for
evaluation of the LAMP1 biogenesis marker (recruitment and phagocytosis). No differences
were observed in phagosome biogenesis of BMMs incubated with zymozan and LPGs of the
different strains/isolates. Subsequently, the parasites were opsonized and incubated in the
presence of BMMs for infection evaluation. The RR410 (atypical) strain had a lower
infectivity index when compared to the other strains. These same experiments were performed
in the presence of LAMP1 and Lysotracker (phagocytosis and acidification). The parasites
induced differences in the biogenesis of phagosomes depending on the strain/isolate. For
example, the atypical strain (RR410) was less phagocytosed than the others, whereas strain
M15991 (muco-cutaneous) less acidified the phagolissome. For the evaluation of LPG and
GP63 expression, it was observed in comparison to controls (Leishmania donovani and
Leishmania major) that both glycoconjugates were less expressed on the surface of L.
brazliensis. Our results demonstrated that different isolates of L. brazliensis from different
clinical and host forms can induce different responses in cells of the vertebrate host. This
effect was mainly due to phagocytosis, NO and cytokine production, phagosome biogenesis
and glycoconjugate expression (LPG and GP63). The preliminary characterization of LPG
repetitive units detected polymorphisms that may justify different patterns of activation in
peritoneal macrophages and infection with whole parasites.

KEYWORDS: Leishmania (Viannia) brazliensis,  host-parasite  interaction;
Lipophosphoglycan, GP63; biogenesis.
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1. Introducio

1.1 Leishmanioses

As Leishmanioses sdo causadas por parasitos da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Inicialmente, incluia os subgéneros Leishmania Lainson & Shaw 1987,
Viannia Saf’janova 1982 e Sauroleishmania (Saf’janova 1982) de acordo com sua
distribui¢do no trato digestivo do vetor (Lainson and Shaw, 1987). As espécies do subgénero
Viannia apresentam desenvolvimento inicial no intestino posterior do flebotomineo, aderidos
na regifo do piloro, e sdo encontrados unicamente no Novo Mundo. As espécies do subgénero
Leishmania desenvolvem-se no intestino médio e anterior dos flebotomineos, e seus
exemplares sdo encontrados no Novo e no Velho Mundo (revisado por (De Assis et al., 2012).
As espécies do subgénero Sauroleishmania envolvem principalmente parasitos de lagartos e
aranhas. Mais recentemente, o género Leishmania foi reclassificado em duas revisdes
importantes. Atualmente, existem quatro subgéneros: Leishmania, Viannia, Sauroleishmania
e o recém descrito Mundinia (Akhoundi et al., 2016; Espinosa et al., 2016) que envolviam
parasitos primeiramente classificados no “complexo L. enriettii” (Paranaiba et al., 2017a,
2017b). Esses protozoarios sdo digenéticos podendo ser encontrados em roedores, marsupiais,
cées e humanos (Grimaldi et al., 1989; Kaye and Scott, 2011). Os hospedeiros invertebrados
sdo dipteros da familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae. No Velho Mundo pertencem
ao género Phlebotomus e no Novo Mundo ao género Lutzomyia (Young and Duncan, 1994).
A transmissdo ocorre através da picada de fémeas durante o repasto sanguineo. Apds a
inoculagdo das formas metaciclicas, dependendo da espécie, Leishmania pode causar formas
viscerais ou cutaneas, com possivel acometimento da mucosa. Neste trabalho focaremos na
espécie Leishmania brazliensis, espécie dermotropica, capaz de causar diferentes

manifestagdes clinicas dentro do espectro da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA).

1.2 Leishmania (Viannia) brazliensis

No Brasil, a LTA causada por L. brazliensis pode apresentar algumas variedades de
formas clinicas: leishmaniose cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e lesoes atipicas (LAT). A
LC ¢ a forma mais comum e podendo ser Unica no sitio da picada ou metastatizar para a

mucosa oronasofaringea levando a lesdes graves e desfigurantes (LMC). A LC ¢ geralmente
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indolor em areas expostas da pele com formato arredondado ou ovalado, bordas bem
delimitadas, fundo avermelhado e granulagdes. Recentemente as publicagdes tem descrito a
ocorréncia de lesdes atipicas causadas por L. brazliensis. Essas lesdes podem se confundir
com outras etiologias (micoses, Hanseniase e carcinomas) e podem se apresentar como
papulas, placas, ndédulos verrucosos, lesdes vegetativas e lupdides (Guimardes et al., 2009;
Quaresma et al., 2018). Essas lesdes atipicas ja foram anteriormente caracterizadas
histologicamente e apresentaram caracteristicas similares as de lesdes tipicas causadas por
Leishmania brazliensis (Guimardes et al., 2009; Meireles et al., 2017). Estas caracteristicas
envolvem principalmente a presenga de um infiltrado inflamatorio intenso com presenga de
varios tipos celulares incluindo macréfagos, linfécitos com ou sem necrose (Guimardes et al.,
2009). Os fenomenos que levam ao aparecimento de lesdes atipicas ainda sdo pouco
conhecidos e os trabalhos nesta area ainda s3o escassos. Acredita-se que possam estar
associados a resposta imune do hospedeiro, a cepa do parasita parasita e aos vetores (Costa-
Silva et al., 2014; Guimaraes et al., 2016a, 2009; Quaresma et al., 2018). Nesta dissertacao,
exploramos alguns parametros em cepas/isolados de diferentes manifestagdes clinicas afim de

compreender alguns destes mecanismos de viruléncia.
1.3 Interag@o parasito-hospedeiro

Apds sua inoculagdo no hospedeiro vertebrado, a Leishmania precisa enfrentar
condi¢des extremamente adversas. Para isso, desenvolveram moléculas em sua superficie
denominadas glicoconjugados, importantes no estabelecimento da infeccdo (De Assis et al.,
2012; Sacks e Kamhawi, 2001). Um glicoconjugado é qualquer molécula que possui algum
motivo de carboidrato ligado covalentemente a outra classe de moléculas, como lipideos e/ou
proteinas. Estes incluem os lipofosfoglicanos (LPGs), glicoinositolfosfolipides (GILPs) e as
proteases de superficie (GP63) que estdo ancorados a superficie do parasito por uma ancora
de glicosilfosfatidilinositol (GPI). Além disso, os glicoconjugados podem ser secretados sob a
forma de fosfatases acidas (sAPs), fosfoglicanos (PGs) e proteofosfoglicanos (PPGs) (Assis et
al., 2012). E importante salientar que, apés a inoculagio das formas promastigotas
metaciclicas pelo vetor, varios tipos celulares como macrdofagos e neutrofilos sdo atraidos para
o sitio da picada (Nathan C. Peters and Sacks, 2009; Sindrilaru et al., 2011). Dentro destas
células, os parasitos modulam varias vias intracelulares para sua sobrevivéncia e alguns destes

mecanismos envolvem o LPG e GP63. Nesta dissertacdo, exploraremos o comportamento
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destes glicoconjugados em diferentes cepas/isolados e seu papel na biogénese de fagossomos.
Vale ressaltar, que um grande numero de trabalhos explorou a interagdo de Leishmania com
espécies do Velho Mundo (Leishmania major/Leishmania donovani) em macrofagos murinos
(Mosser and Rosenthal, 1993; Murray et al., 2014) e que este trabalho envolverd uma espécie

do Novo Mundo.

1.4 O Lipoposfoglicano (LPG) e a Glicoproteina (GP63)

O LPG ¢ o glicoconjugado mais estudado em Leishmania sendo encontrado nas
formas promastigotas. Ele esta localizado em toda superficie do parasito, incluindo o flagelo.
A molécula de LPG possui quatro dominios: 1) uma ancora lipidica de 1-O-alquil-2-liso-
fosfatidilinositol seguido por 2) uma parte central (“core”) formada por um heptassacarideo
Gal(a1,6)Gal(al,3)Galf(B1,3)[Glc(al)-PO4s]Man(al,3)Man(a1,4)-GlcN(al), 3) uma regido de
repeti¢des de dissacarideos fosforilados Gal(B1.,4)Man(a1)-PO4 e um pequeno oligossacarideo
neutro terminal formando uma estrutura do tipo “cap” (Figura 1) (Turco and Descoteaux,

1992).
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Figura 1: Estrutura biogquimica basica da molécula LPG. Gal = Galactose, Gal: = Galactofuranose, Man =
Manose, Glc = glicose, GIcN = N-acetil glicosamina e Inos = Inositol adaptado de (Descoteaux and Turco,
1999).

No hospedeiro vertebrado, LPGs de diferentes espécies de Leishmania podem atuar
em varios tipos celulares conferindo resisténcia ao sistema do complemento, inibindo o
processo de maturagdo dos fagossomos, inibindo a proteina quinase C , modulando a
producdo de NO e citocinas, modulando MAPKs e NF-kB, sendo um agonista de
TLR2/TLR4, induzindo redes extracelulares de neutréfilos (NETs), induzindo a proteina

quinase R, induzindo heme-oxigenase I, induzindo leucotrieno B4 e PPA (Assis et al., 2012;
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de Carvalho Vivarini et al., 2011; Ibraim et al., 2013; Lima et al., 2017a; Luz et al., 2012; Ng
Yan Hing et al., 2004; Nogueira et al., 2016; Paranaiba et al., 2015; Spath et al., 2003;
Tavares et al., 2014; Vinet et al., 2009; Winberg et al., 2009). Para L. brazliensis, é sabido
que o LPG ativa TLR2/TLR4, induz a produgdo de NO, IL-6, TNF-a e IL-1p ¢ transloca NF-
kB. J& os GIPLs desta espécie ativam preferencialmente TLR4 (Ibraim et al., 2013). Sdo
moléculas capazes de induzir NO e TNF-a e inibir a producdo de MAPKs (Assis et al., 2012).
Entretanto, estes trabalhos utilizaram a cepa de referéncia M2903 de L. brazliensis, ¢
portanto ndo sabemos se utilizando outras cepas/isolados de diferentes formas clinicas como

estes processos seriam afetados.

Os estudos com variagdes intraespecificas em LPGs de cepas do Novo Mundo sdo
escassos. Foi demonstrado que existem polimorfismos nas unidades repetitivas do LPG de L.
infantum (Coelho-Finamore et al., 2011), L. enriettii (Paranaiba et al., 2015) e L. amazonensis
(Nogueira et al., 2017). No caso de L. infantum, esta espécie apresentou trés tipos de LPGs (I,
IT e IIT) com unidades repetitivas contendo diferentes cadeias laterais de glicose. Os LPGs do
tipo II e III induziram uma maior produg¢do de NO do que os do tipo I em macrdéfagos
murinos. Paranaiba et al, 2015 demostraram que os LPGs de L. enriettii sdo desprovidas de
cadeias laterais mas diferem em relacdo ao tamanho do LPG, sendo capazes de induzir a
produgdo de NO o outras citocinas por macréfagos murinos. Finalmente, em L. amazonensis,
um polimorfismos marcante foi observado nas cepas PH8 ¢ Josefa. A primeira possui um
LPG com cadeias laterias de glicose enquanto a segunda possui cadeias laterias de galactose
(Nogueira et al., 2017). Nesta dissertagdo exploraremos pela primeira vez a ocorréncia de
polimorfismos intra-especificos no LPG de L. brazliensis.

A GP63 é uma glicoproteina de aproximadamente 63 kilodaltons (kDa) e assim como
o LPG ela também ¢ uma molécula de superficie muito importante como fator de viruléncia
no hospedeiro vertebrado (d’Avila-Levy et al., 2014; Olivier et al., 2012). Ela ¢ uma
metalopeptidase dependente de zinco, também conhecida como leishmanolisina, cuja massa
molecular varia de 58 a 65 kDa. Ela é capaz de alterar a expressdo de receptores de superficie
em células NK inibindo assim sua prolifera¢do (Lieke et al., 2008). Nos linfocitos T, ela cliva
o co-receptor de superficie CD4 reduzindo a resposta das células apresentadoras de antigeno,
modula a expressdo e secrecdo de citocinas e inativa fatores de transcri¢do como NF-kB
(Séguin and Descoteaux, 2016). Durante fagocitose, a GP63 ¢ liberado pelo parasita gerando

acesso a varios compartimentos intracelulares onde ela cliva uma série de reguladores de
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fungdo de macrofagos incluindo aqueles de fusdo de membrana (Alvarez de Celis et al., 2015;
Isnard et al., 2012; Matheoud et al., 2013; Olivier et al., 2012). Além de induzir TNF e IL-6
em estudos in vitro e in vivo contribuindo para o aumento no infiltrado inflamatério de
fagocitos para o local de inoculagdo no parasito (Arango et al., 2014). No hospedeiro
vertebrado, a GP63 permite que as promastigotas de Leishmania inibam a montagem do
complexo de NOX2, um complexo importante da biogénese de fagossomos, prejudicando a
capacidade das células infectadas de processar antigenos para a apresentacdo cruzada e para
ativagdo de células T ((Matheoud et al., 2013; Savina et al., 2006). Em L. amazonensis, ja foi
demonstrado o papel direto da GP63 na resisténcia a lise mediada pelo complemento. Ja em L.

donovani e L. major ela esta envolvida na inibi¢do da apresenta¢do de antigenos.

Em L. brazliensis, ja se sabe que esta espécie possui varias leishmanolisinas e que
estas sdo codificadas pelo cromossomo 10 (Sutter et al., 2017). Este mesmo trabalho sugere
que a plasticidade fenotipica das GP63 em L. brazliensis pode ser importante para a sua
viruléncia. Outro trabalho mostrou que as GP63 de isolados da Bahia de diferentes formas
clinicas possuiam polimorfismos mesmo dentro de uma mesma area endémica (Medina et al.,
2016). Porém, a andlise funcional dos dominios que interagem com o hospedeiro vertebrado
mostrou que os mesmos sdo conservados. Entretanto, em nossos isolados ndo sabemos se

ocorrem varia¢des na expressdo ou na molécula de GP63.

1.5 Mecanismos da resposta imune em Leishmania

Nas células do sistema fagocitdrio mononuclear, especificamente macréfagos
teciduais, os parasitos t€m que sobreviver no ambiente acido e hostil dos fagolisossomos. La
eles se diferenciam em amastigotas, que sdo as formas intracelulares de divisdo (Dejardins e
Descoteaux, 1997). Os macréfagos sdo as células de defesa responsaveis pela resposta do tipo
celular em Leishmania. Embora a fagocitose possa fornecer o estimulo inicial do antigeno, a
atividade dos macrofagos pode ser aumentada por citocinas secretadas por células T
auxiliares, sendo o interferon gama (IFN-y) um dos mais potentes ativadores de macréfagos)
(Mosser e Edwards, 2008). Além da fagocitose, os macréfagos desempenham um papel
central na inflamag¢do atuando tanto na resposta imune inata ou adaptativa. Moléculas de
superficie como PAMPs (padrdes moleculares associados a patdgenos) sdo reconhecidos

pelas células do sistema imune inato como um sinal de invasdo por patogenos. Essas
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moléculas sdo reconhecidas por receptores do tipo Toll (TLRs) que atuam vias intracelulares
da resposta imune (Gazzinelli ¢ Denkers, 2006; Trinchieri e Sher, 2007). Em Leishmania
spp., o perfil de resposta também compreende imunidade adaptativa, portanto, na estimulagdo
de linfécitos TCD4, IL-1, IL-2, IL-12, IFN-y e TNF-a para promover a ativagdo de
macrofagos. No caso da estimulagdo Th2, as citocinas envolvidas sdo IL-4, IL-5 e IL-13, que
inibem a ativagdo de macrofagos e contribuem para a sobrevivéncia dos protozoarios (Gupta

et al., 2013).

O papel de citocinas pré-inflamatdrias como IL-1, IL-6 e TNF-a, bem como varias
outras quimiocinas, foram induzidas em os estagios iniciais da infeccdo em camundongos por
L. donovani e L. major (Matte e Descoteaux, 2010). Ja o TLR9 esta envolvido na ativagdo das
células NK em modelo animal da leishmaniose visceral (L. donovani) e em leishmaniose
cutanea (L. major e L. brazliensis). Ja foi demonstrado também que em diferentes isolados de
L. amazonensis, a produgdo de IFN- vy, IL-12, IL-10 e IL-4 é extremamente baixa, além disso
essa espécie especificamente € conhecida por modular a resposta imune do hospedeiro,
inibindo a resposta e producdo de NO pelos macrotagos (Osorio y Fortéa et al., 2009; Souza
etal., 2012). Em L. infantumas citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a e IL-10 ¢ IL-12 sdo produzidas
em baixos niveis ou ndo foram produzidas, mas a produgdo de NO também ¢ elevada (Ibraim
etal., 2013). L. braziliensis além de regular a expressdo de marcadores de ativacdo das células
dendriticas induzindo a producdo de IL-12 e TNF-a e de IL-10, TGF-p e IL-4 em lesdes
recentes (Carvalho et al., 2007; Costa-Silva et al., 2014; Vargas-Inchaustegui et al., 2009). De
acordo com alguns autores, a produg@o das citocinas inflamatorias IFN-y e TNF-a poderia
promover controle da disseminagdo parasitaria e resolugdo da infeccdo, no entanto uma
resposta Tipo 1 exacerbada tem sido associada a maior dano tecidual (Bacellar et al., 2002;
Carvalho et al., 2007; Diaz et al., 2003; Faria et al., 2005; Green et al., 1990; Horta et al.,
2012). Entretanto, alguns fatores do parasito poderiam estar relacionados a imunopatologia.
Em Leishmania, existem alguns PAMPs ja descritos que contribuem para a viruléncia e
patogenicidade como LPG e GP63. Eles sdo importantes na adesdo, fagocitose e protecdo
contra os processos proteoliticos dos macréfagos. Porém, como os LPGs de L. brazliensis de
varias formas clinicas/isolados vao ativar esta produgéo de citocinas e também os mecanismos

de biogénese dos fagossomos € desconhecido.
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1.6 Biogénese dos fagossomos

Dentro dos macrdfagos, varios mecanismos sdo desencadeados pelo parasito para sua
sobrevivéncia nos fagolisossomos (Aderem, 2003; Niedergang and Chavrier, 2004; Stuart and
Ezekowitz, 2005). O processo de internalizagdo comeca com a estimulagdo de receptores
fagociticos levando a uma reorganiza¢do da membrana plasmatica formando uma organela
fechada, o fagosoma. Apos a fusdo com os lisossomos, o fagosoma amadurece em um
fagolissosoma, levando a destruic¢do das particulas ou patdégenos interiorizados e a
apresentacio de antigenos derivados. Dependendo do alvo internalizado (microorganismos,
corpos apoptdticos ou particulas opsonizadas), os receptores estimulados ativam diferentes
cascatas de sinalizagdo (Braun and Niedergang, 2006). Em Leishmania, os primeiros
trabalhos realizados por Desjardins e Descoteaux, 1997 demostraram a capacidade do parasito
inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo,sendo este fendmeno dependente de LPG.
Portanto, a interagdo do parasito com a célula gira em torno da maturagdo e fun¢do do
compartimento fagossomal. Varios marcadores celulares, como a Proteina 1 associado a
membrana do lisossomo (LAMPI1) e Lysotracker, podem ser utilizados para detectar as
mudangas no ambiente do limen fagossomal (Vinet et al., 2009). Estudos anteriores
demonstravam a maturagdo do fagossomo como um conceito extremamente simples
envolvendo sua fusdo a lisossomos. Porém, agora sabe-se que os fagossomas sdo conhecidos
por interagir com muitas organelas intracelulares durante seu processo de maturagdo. Mesmo
antes dos fagossomas serem totalmente formados, proteinas, como as do complexo NADPH
oxidase que gera a quebra do superoxido, podem ser observadas sendo montadas em
associacdo (Lodge et al., 2006). Uma vez que fagossoma esta fechado, o processo de
maturagdo comeg¢a ¢ eles tornam-se cada vez mais acidos e hidroliticamente ativos
funcionando como um sistema endossomal de reciclagem (incluindo a secrecdo de
lisossomos), corpos multivesiculares como o compartimento MHC classe II e até o reticulo
endoplasmatico (Desjardins and Griffiths, 2003; VIEIRA et al., 2002). Todas essas fontes de
membrana e as proteinas podem afetar a fun¢do dos fagossomas. No entanto, essas interagdes
sdo rotineiramente avaliadas simplesmente pela aquisi¢do de proteinas como marcador de
alteragdes nas atividades funcionais. Além disso, as formas promastigotas de L. donovani
desativam as principais fun¢des antimicrobianas inibindo a bioagénese do fagolisossomo
(Arango Duque et al., 2013; Vinet et al., 2008). O LPG presente na superficie da Leishmania

desempenha um papel importante nesta inibi¢do, perturbando os microdominios lipidicos
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fagossomais (Czibener et al., 2006; Matheoud et al., 2013). Evidéncias indicam que a GP63
também contribui para esse remodelamento (Arango et al., 2013; Vinet. 2009). Assim,
durante a fagocitose do parasita, a GP63 € liberada rapidamente e adquire acesso a varios
compartimentos intracelulares, clivando uma série de reguladores da fung¢do dos macrofagos,
incluindo aqueles de fusdo de membrana (Arango et al., 2013; Vinet et al.,2009; Arango et al.,
2004). Uma dessas moléculas ¢ a proteina de membrana SNARE (proteina de ligagdo ao
factor de N-etilmaleimida sensivel a vesicula), que recentemente demonstrou controlar o
recrutamento precoce de NADPH oxidase (NOX2) para os fagosomas em L. donovani
(Arango et al., 2013). Portanto, uma consequéncia da desorganizagdo do microdominio
mediado pelo LPG ou GP63 € a exclusdo de Syt (synaptotagminas) V do fagossoma. Elas
constituem uma familia de proteinas de membrana sensiveis ao calcio que controlam a fusdo
através de interacdes com SNARE e lipidios(Vinet et al., 2011). Além disso, ja foi
demonstrado também que GP63 ¢ um fator de viruléncia envolvido na biogénese de
fagossomas também em L. mexicana(Casgrain et al., 2016). Dependendo da espécie, a
acidificagdo pode variar, em L. major, por exemplo, estudos mostraram que a acidificagdo do
fagossoma em macrofagos infectados por esta espécie foi maior que em L. donovani. Porém,
isso ndo afetou a sobrevivéncia do parasito(Spath et al., 2003). Esses fendomenos sdo ainda
desconhecidos para L. braziliensis.

Com base no que foi exposto, a interagdo entre Leishmania e macréfagos é um
fendmeno complexo que envolve desde mecanismos extracelulares de reconhecimento até
eventos intracelulares em compartimentos nestas células. Diversos estudos ja demonstraram a
complexibilidade da biogénese nos fagossomos em L. major, L. donovani, L. mexicana, L.
amazonenses (Arango Duque et al., 2013; Courret et al., 2002; Descoteaux and Turco, 2002;
Desjardins and Descoteaux, 1997; Ilg et al., 1996; Spath et al., 2003; Vinet et al., 2009, 2008).
Entretanto em relagdo a biogénese, poucas informagdes acerca de L. brazliensis estdo
disponiveis principalmente em cepas/isolados de diferentes hospedeiros e manifestagcdes
clinicas. Pretendemos trazer informacdes adicionais de como estes parasitos exercem seu
papel de viruléncia e interacdo com macrofagos murinos através de seus glicoconjugados

majoritarios (LPG e GP63).
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2. Justificativa

Como parte de um amplo projeto que tem como objetivo estudar a glicobiologia das
espécies de Leishmania do Novo Mundo e sua importancia durante o processo de interagdo,
este trabalho avaliou seis cepas de L. brazliensis. Avaliamos a interacdo com macrofagos
(peritoneais e medulares) no que tange a sua infectividade, estimulagdo e biogénese. Além
disso, avaliamos preliminarmente a estrutura dos glicoconjugados (LPGs) de algumas cepas e
seus perfis de ativagdo em macroéfagos murinos. Sendo assim, investigamos se a variabilidade
intra-especifica no LPG e na GP63 seriam fatores determinantes para a viruléncia do parasito

nestes eventos.

3. Objetivo geral

Caracterizar as diferentes cepas/isolados de L. brazliensis e seus glicoconjugados na

interagdo com macréfagos.

3.1 Objetivos especificos

. Avaliar o perfil de produgio de Oxido nitrico (NO) e citocinas (IL-1p,
IL-6, IL-12 ¢ TNF-a) em macrofagos peritoneais de C57BL/6 e respectivos “knock-
outs” (TLR2 -/- e TLR4 -/-);

. Quantificar a ocorréncia de fagocitose através do marcador Lamp-1 em
macrofagos extraidos da medula 6ssea (BMM) de C57BL/6 expostos a LPGs de
diferentes cepas/isolados de L. brazliensis;

. Quantificar a ocorréncia de fagocitose através de LAMP-1 e
acidificagdo (Lysotracker) em BMMs de C57BL/6 infectados com as diferentes
cepas/isolados de L. braziliensis.

. Avaliar o polimorfismo intra-especifico no LPG de cepas/isolados de

L. brazliensis;
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4. Metodologia

4.1. Cepas de Leishmania e condicoes de cultivo.

Neste estudo utilizamos cepas/isolados de L. braziliensis de diferentes formas clinicas,
perfis genéticos e hospedeiros. conforme a Figura 2. Os procedimentos para o isolamento das
cepas de pacientes foram aprovados pelo CONEP (processo no. 25000.037372/2008-88-ver
anexos). Os procedimentos para a retirada de macrofagos peritoneais de camundongos foram
aprovados pelo CEUA/FIOCRUZ (protocolo no. L-32/16). As formas promastigotas foram
cultivadas em estufa BOD a 25°C em meio definido 199 (Sigma®), acrescido de soro fetal
bovino (10%), penicilina (100 U/ml), streptomicina (50 yg/ml), glutamina (12,5mM), Hepes
(40 mM), adenina (0,1 mM) e hemina (0,0005%), pH 7.4 (Soares et al., 2002).

Quadro 1: Cepas/isolados de L. brazliensis de acordo com origem, tipo de lesdo e perfil
genético.

Cepas/l solados Origem Tipo delesio Perfil
genético*
MHOM/BR/75/M2903 Para/BR Tipica Tipico
MHOM/BR/1996/M 15991 Belém/PA Muco-cutanea Tipico
IWELL/BR/1981/M8401 Belém/PA *x Tipico
RRO51 Belo Horizonte/MG Tipica Tipico
RR418 Sdo Jodo das Miss6es/MG Tipica Atipico
RR410 Séo Jodo das Missdes/MG Atipica Atipico

Legenda: *, de acordo com (Garcia et al., 2004); ** Cepa isolada de vetor. BR: Brasil; MG:
Minas Gerais; PA: Para.



26

4.2. Extracao do DNA das promastigotas de Leishmania braziliensis

Para realizagdo da técnica de PCR-RFLP do gene hsp70 foram utilizadas culturas de
promastigotas de Leishmania com concentragdo de aproximadamente 1x10° parasitos/mL.
Primeiramente os parasitos foram centrifugados (3000 rpm, 7 minutos, a temperatura
ambiente), o sobrenadante foi descartado ¢ ao pellet foi adicionado 1 mL de PBS 1x estéril.
Para a extragcdo do DNA gendmico foi utilizado o Kit de Extragdo de tecido e células Gentra
Puregene® da QIAGEN, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apos a extracdo,
foi realizada a quantificagdo do DNA por Nanodrop®. As amostras de 5,0 u. DNA foram
diluidas para a concentragdo de 20 ng/uL. A rea¢do de PCR foi preparada para um volume
final de 25 WL utilizando 1,5 mM MgCly, 200 M dNTP mix (New England), 5,0% DMSO
(Invitrogen), 2,5 unidades de Taq DNA polimerase Platinum® (Invitrogen), 0,4 pmol de
iniciador senso Hsp70for - 5’GACGGTGCCTGCCTACTTCAA3’ e 0.4 pmol de iniciador
anti-senso Hsp70rev 5’CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3’ (Garcia et al., 2004). A reagéo
de digestdo foi preparada para um volume final de 15 pL, contendo 1 uL. de Haelll (New
England) (10 U/pL), 1,5 L de tampdo da enzima 10x e 12,5 pL. de produto de PCR. A
mistura entdo foi incubada a 37°C por 2 horas. Os perfis de restri¢do foram analisados em gel
de agarose 4% e comparados com o padrdo obtido pela digestdo do produto de PCR de cepas
referéncia de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PHS), L. brazliensis (MHOM/BR/75/M2903), L.
infantum (MHOM/BR/74/PP75) e Leishmania guyanensis MHOM/BR/75/M4147).

4.3. Extracao e purificacdo de LPG

Para extragdes utilizando até 1 X 10° células, foi empregado o método descrito por
(Orlandi and Turco, 1987). Os parasitos foram lavados em PBS e centrifugados a 3000g por
10 minutos e ao pellet foi adicionado 2,5 ml CHClz/MeOH (3:2) e 0,5 ml MgClza 4 mM. O
sedimento foi sonicado e o material centrifugado a 2100g por 7 minutos. Os GIPLs foram
extraidos em CHCIly/MeOH/H0 (10:10:3) e o LPG em ESOAK (4gua/etanol/etil
éter/piridina/NH4OH; 15:15:5:1:0,017). Os extratos foram evaporados em nitrogénio a 45°C e

purificados em coluna de fenil-sefarose (Soares et al., 2002; 2004).
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4.4. Dot Blot

Para confirmar a presenga dos LPGs, foi realizada a técnica de Dot Blot com o anticorpo
especifico anti-LPG CA7AE (1:1.000) que reconhece as unidades repetitivas de Gal(B1.,4)-
Man(a1)-POy4 presente em todos os LPGs (Tolson et al., 1989). Foram adicionados 5 pL de
cada amostra contendo LPG diretamente na membrana de nitrocelulose, em um molde
circular, sendo 1 plL de cada vez até sua completa secagem. Em seguida, a membrana foi
bloqueada por 1 hora em uma solu¢do de caseina 5% e posteriormente incubada com o
anticorpo primdrio especifico durante o mesmo intervalo de tempo. Posteriormente, a
membrana foi lavada 3 vezes com solugdo de PBS 1x em 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 a ultima etapa de lavagem a membrana foi
revelada com Luminol e visualizada pelo equipamento ImageQuant™ LAS 4000 (Nogueira et

al., 2017).
4.5. Western Blot

Para avaliar a expressdo de LPGs e GP63 em cada cepa/isolado, as formas
promastigotas em fase estaciondria foram lisadas e submetidas ao Western-blot em presenca
dos mAbs CA7AE (ver item 4.4), anti-GP63 e anti-aldolase (normalizador). Os tampdes das
lises continham 1% Nonidet P-40, 20 Mm Tris-HCI (pH 7,5), 135 mM NaClm 1mM EDTA
(pHS), 10 mM fenatrolina e varios inibidores de fosfatase e protease. Apos a lise, os parasitos
foram lavados em PBS gelado contendo 1Mm de ortovanato de soédio e 5 mM 1,10-
fenantrolina. Apdés a quantificagdo de proteinas as amostras foram aquecidas em tampao de
amostra de SDS, e foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE
10%) com diferenca de potencial constante de 100V. Em seguida as amostras foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (para os géis de GP63 e Aldolase) ou
membrana de PDVF (polifosfoglicano) sob uma corrente de 12V, por 1 hora, utilizando o
aparelho de transferéncia Trans-Blot® SD semi-dry transfer cell. As membranas foram
encubadas com anticorpos que marcam LPGs (CA7AE), GP63 (mouse mAb #235 marca a

membrana ancorada ao GP63 de L. major), e ALD (L. donovani aldolase) como controle. A
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atividade proteolitica foi verificada zimografia nos géis de SDS-PAGE e a imunodeteccéo foi

alcangada por quimioluminiscéncia (Amersham Biosciences) (Vinet et al., 2008).

4.6. Obtenc¢iao de macrofagos peritoneais

Os LPGs nio radioativos purificados no item 4.3 foram incubados na presenga de
macrofagos peritoneais para se avaliar o seu perfil imunomodulador. Macrotfagos induzidos
com Tioglicolato de sédio 3% foram extraidos a partir de camundongos C57BL/6 e C57BL/6
knockouts TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) por lavagem peritoneal com meio RPMI frio e enriquecido
através de aderéncia ao plastico (1 h, 37 °C, 5% de CO,). As células (3 x 10° células/pocos)
foram lavadas com meio RPMI fresco e a cultura em meio RPMI, 2 mM glutamine, 50 U/mL
de penicilina ¢ 50 ug/mL de estreptomicina suplementado com 10% de FBS em placas de
cultura de 96 pocos (37 © C, 5% de COy). As células foram primadas com IFN-y (3 UI / mL)
durante 18 h antes da incubagdo com LPGs (10 pyg/mL) e lipopolissacarido de Escherichia
coli (LPS 100 ng/mL) (Ibraim et al., 2013; Nogueira €t al., 2016).

4.7. Determinacio dos niveis de citocinas e 6xido nitrico (NO) em cultura de

macrofagos

Para detec¢do de citocina por CBA multiplex, as células foram plaqueadas,
preparadas como descrito acima e incubadas com LPGs durante 48 h. LPS foi adicionado
como um controle positivo e o meio como controle negativo. Os sobrenadantes foram
recolhidos e IL-6, IL-12 e TNF-a foram determinadas utilizando kits de ensaio de citocina
camundongos CBA BD de acordo com as especificagdes do fabricante (BD Biosciences, CA,
EUA). As dosagens foram realizadas na plataforma de citometria de fluxo (IRR) no
FACSCalibur (BD Bioscience, Montanha View, CA, EUA). O pacote de software Cell-
QuestTM fornecido pelo fabricante foi utilizado para aquisi¢do de dados e o programa FlowJo
7.6.4 (Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA) foi utilizado para anélise de dados (Nogueira et al.,
2016). As concentragdes de nitrito foram determinadas pela reagdo de Griess (Griess Reagent
System, 2009). Para as analises estatisticas foi realizado um pré-teste de normalidade, o teste
de Kolmogorov-Smirnov (teste K-S ou teste KS) afim de demonstrar que os dados sdo
paramétricos. Posteriormente realizados teste one-way ANOVA com os nossos dados
parametricos pelo Software GraphPad Prism 6.0. (GraphPadSoftware Inc., San Diego, CA,

EUA) . Os valores de P <0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Todos os
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dados sdo apresentados como média = SEM e representam a analise de trés experimentos em

duplicata.

4.8. Macrofagos e sincronizacio de fagocitoses

Os experimentos a seguir foram realizados no Laboratério coordenado pelo Dr. Albert
Descoteaux no Institut National de la Recherche Scientifique, Institut Armand-Frappier,
Laval, Canada. Estes experimentos possibilitaram o estagio da Estudante Tamara Vieira por 6
meses pelo convénio Programa de Lideres Emergentes das Américas (ELAP) financiado pelo
governo Canadense.

Os macrofagos derivados da medula 6ssea (BMMs) foram obtidos das tibias de fémeas
camundongos C57BL/6 de 6 a 8 semanas de idade (Charles River, St. Constant, QC, Canadd)
e diferenciado em meio DMEM (Dulbecco’s Eagle modified médium) suplementado com
glutamina (Life Technologies, Burlington, ON, Canada), 10% de soro bovino fetal inativado
(FBS) (HyClone, Logan, UT), HEPES 20 mM, pH 7.4 e penicilina-estreptomicina
suplementada com 15% (vol/vol) de meio celular com [.929 (LCM) como uma fonte de
estimulante de colonia fator 1 (CSF-1), a (37 ©, 5% de CO3). Apds 1 dia em cultura, as
células ndo aderentes foram transferidas para novas placas de petri sem aderéncia e depois
diferenciadas por 7 dias, quando a popula¢do continha praticamente 100% dos macrofagos
maduros. Os macréfagos foram cultivados em meio sem CSF-1 por 18 h antes de serem
usados.

Para a opsoniza¢do, as formas promastigotas foram incubadas em DMEM
suplementado com 10% de soro deficientes de C8" durante 25 min em estufa a 37°C antes da
fagocitose. Os macréfagos com soro foram incubados durante 10 minutos a 4 °© C com os
parasitos (MOI 10:1). Os parasitos ndo internalizados foram removidos por trés lavagens em
meios a 37 °C (uma com HBSS e duas com DMEM completo). As células foram incubadas
em estufa a 37 °C durante um tempo total de 2 h. Posteriormente, os macrofagos foram

lavados, fixados e as laminas montadas para microscopia.

4.8.1. Cobertura e opsonizaciio de particulas

Os LPGs purificados foram sonicados ¢ adicionados as particulas de zimosan para

uma concentragdo final de 25 mM em PBS, pH 7.3, incubado a 37 °C durante 1 h. As
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particulas foram lavadas e ressuspendidas em meio DMEM completo antes dos experimentos
de fagocitose. A eficiéncia da integracdo dos LPGs no zimosan foi verificada através por
imunofluorescéncia utilizando o anticorpo LAMP-1 Alexa 488 anti-rat (1:200). Para a
sincronizagdo dos ensaios de fagocitose, os macroéfagos foram incubados com uma propor¢ao
de (7:1) particulas por célula durante 10 min a 4 °C. O excesso de particulas foi removido por
varias lavagens com meio DMEM suplementado e as células foram incubadas a 37°C de
acordo com os tempos indicados antes do processamento para microscopia. Para as andlises
estatisticas foi realizado um pré-teste de normalidade, o teste de Kolmogorov-Smirnov (teste
K-S ou teste KS) afim de demonstrar que os dados sdo paramétricos. Posteriormente
realizados teste one-way ANOVA com os nossos dados parametricos pelo Software GraphPad
Prism 6.0. (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os valores a de P <0,05 foram
considerados significativos. Os dados destes experimentos sdo representativos de trés ensaios

em duplicata.

4.8.2. Imunofluorescéncia e microscopia confocal

Apos a infecgdo, os macrofagos foram lavados e fixados com paraformaldeido a 2%
em PBS. As células foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% e os receptores de
superficie Fcg ndo especificos foram bloqueados por BSA (1%) e 20% de soro. Os anticorpos
utilizados foram LAMP-1 Alexa 488 anti-rat e Lysotracker Alexa 633. A marcacdo foi feira
através da utilizacdo de DRAQS (Biostatus, Leicestershire, UK) para revelar o DNA e as
células foram montadas em laminas utilizando 10 YL de Fluoromount (Southern Biotech,
Interscience, Markham, ON, Canada) e posteriormente seladas com base. Para
imunomarcagao, as células e os parasitos foram marcadas com as combinac¢des apropriadas de
anticorpos primarios (LAMP-1, anti-GP63, CA7AE e Lysotracker) e anticorpos secundérios
(AlexaFluor 488, 568, 633 e 647). DRAQS (Biostatus, Leicestershire, Reino Unido) foi
utilizado para visualizar macréfagos e nucleos dos parasitas ,0 numero de promastigotas
internalizados em macrofagos infectados foi determinado usando um Nikon Plan Fluor 60x
(N.A. 0.85), montado num microscopio Nikon Eclipse E800 (Nikon, Melville, NY) equipado
para microscopia de imunofluorescéncia padrdo com filtros apropriados. O indice de
infectividade (%) foram calculados baseados em 100 células infectadas escolhidas

aleatoriamente em triplicata. Analise detalhada localizagdo do fagosoma foi realizada usando
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um o6leo. A objetiva de imersdo Nikon Plan Apo 100x (N.A. 1.4) foi montada em um
microscopio Nikon Eclipse E800 equipado com um radiante Bio Rad 2000 sistema de
imagem confocal (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). A excitagdo de fluorocromos foi
conseguida usando um Laser de argdnio-Krypton de 10 mW para 488 nm (LAMP-1 e mAb
anti-GP63, Alexa488), um laser de 10 mW para 568 nm (CA7AE, Alexa 568), um laser de
10 mW para 633 nm (Lysotracker, Alexa 633) e um laser de 10 mW para 638 nm (Alexa647,
DRAQS5). As imagens foram obtidas usando o apropriado filtros, através do modo de
varredura seqiiencial do LaserSharp software (Bio-Rad Laboratorios, Zeiss) com um filtro
Kalman de pelo menos 4, e convertidos usando MRCtoM 1.9.3 e AdobePhotoshop 6.0. As
imagens representativas correspondem a fatia confocal no meio do fagosoma; fatias maiores
através de toda a célula também foram tomadas para verificar se os parasitas estavam
totalmente envolvidos o fagosoma imaginado. O recrutamento foi avaliado por pontuagdo
cega no fagossomo (Vinet et al., 2009). Para as andlises estatisticas foi realizado um pré-teste
de normalidade, o teste de Kolmogorov-Smirnov (teste K-S ou teste KS) afim de demonstrar
que os dados sdo paramétricos. Posteriormente realizados teste one-way ANOVA com os
nossos dados parametricos pelo Software GraphPad Prism 6.0. (GraphPadSoftware Inc., San
Diego, CA, EUA). Os valores a de P <0,05 foram considerados significativos. Os dados

destes experimentos sdo representativos de trés ensaios em duplicata.
4.8.3 Acidificacdo dos fagossomos

Os macréfagos derivados da medula 6ssea foram pré-marcados com corante de
acidificacdo LysoTracker Red (Molecular Probes, Eugene, OR) diluido em DMEM (1: 2000)
durante 2 h em estufa a 37°C. As células foram lavadas e infectadas com promastigotas
durante 2 h e 24h em estufa a 37 °C como descrito no ensaio de fagocitose. As células foram
lavadas, fixadas com paraformaldeido a 2% durante 20 minutos. Em seguida, foram lavadas
novamente e incubadas durante 35 min com DRAQS (Biostatus, Leicestershire, UK) para
revelar o DNA. As células foram montadas em laminas utilizando 10 pL de Fluoromount
(Southern Biotech, Interscience, Markham, ON, Canada) e posteriormente seladas com base

antes da analise confocal de acordo com o item 4.10.2.
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4.9. Marcacao metabolica do LPG

Leishmania brazliensis produz menos LPGs que as outras espécies de Leishmania
(Soares et al., 2005). Por esta razdo e devido a dificuldade em se conseguir grandes
quantidades de LPG para andlises quimicas, foi necessario utilizar uma técnica mais sensivel,
marcando os parasitos com galactose tritiada. As promastigotas de L. brazliensis foram
colhidas e radiomarcadas em 1,5 X 108 -10° células/mL com 90 uCi/mL de [6-3H] galactose
em 26 °C, por 8 horas; o pH foi mantido com a adi¢do de bicarbonato de sddio (Soares et al.,

2002). O LPG radioativo foi extraido e purificado de acordo com o item 4.3.

4.10. Despolimerizacio do LPG e caracterizacdo preliminar das unidades

repetitivas

Os LPGs radioativos purificados foram despolimerizados pela hidrdlise 4cida branda
(HCl a 0,02N, 100°C, 5 min). Em seguida, as amostras foram submetidas a parti¢do
butanol:agua (1:2) passadas no voértex e centrifugadas por 6-8 minutos a 14000 rpm. A fase
superior (butanolica) contendo a porg¢do central e a ancora lipidica do LPG foram desprezadas
e o procedimento repetido. Na fracdo aquosa contendo as unidades repetitivas foi adicionado
tolueno trés vezes para evaporar o acido (HCI) no fluxo de nitrogénio. Posteriormente, as
amostras foram resuspendidas em Tampdo Tris pH, 9.0. O pH da solucdo foi medido e
ajustado com NaOH 0,1M quando necessario (Soares et al., 2002). As unidades repetitivas
foram tratadas com fosfatase alcalina (37°C overnight) para retirada dos grupos fosfato
(Mabhoney et al., 1999). Para dessaliniza¢do as amostras foram submetidas a cromatografia de
troca i6nica (1 mL AG50W-X12 e 1 mLL AG1-X8) e eluidas em dgua. As fracdes aquosas
foram evaporadas em “speed vac”. A visualizag¢@o das unidades repetitivas ocorreu através da
técnica da cromatografia em camada fina (TLC) em que as amostras foram aplicadas em
placas de silica e colocadas em solugdo de butanol:piridina:agua (6:4:3) por 20 horas (Soares
et al., 2005). A quantifica¢do da radioatividade foi realizada através da raspagem das placas
de TLC em segmentos de 1 cm que foram embebidos em SDS a 1% e Instagel. As emissdes
radioativas foram detectadas no cintilador em colaborag¢@o com o Centro de Desenvolvimento

da Tecnologia Nuclear (CNEN).
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5. Resultados

5.1 PCR-RFLP do hsp70

Ap0s a tipagem das cepas pela reagdo de PCR-RFLP dirigida ao alvo hsp70, os perfis
de restricdo obtidos no gel foram idénticos aquele observado para a cepa referéncia de L.
brazliensis (M2903) (Figura 2, canaletas 5 a 8). Porém, as cepas RR418 e RR410
apresentaram um perfil genético atipico comum as cepas isoladas na Reserva Indigena
Xacriaba. Estes sdo polimorfismos de base tinica (SNPs) descritos por Quaresma et al. (2018).

Estes resultados confirmam a identidade de todos os isolados/cepas de L. brazliensis.

La Li Lb Lg M2903 RRO051 RR418 RR410 M15991 MS8401

L. braziliensis
cepas/isolados

Figura 2: Perfil genético de diferentes cepas/isolados de L. brazliensis utilizando o gene hsp70. Legenda: 1,
marcador de peso molecular de 100-bp; 2, Cepa de referénciade L. amazonensis (La) (IFLA/BR/75/PH8); 3,
Cepadereferénciade L. infantum (Li) (MHOM/BR/74/PP75); 4, Cepa de referénciade L. brazliensis (Lb)
(MHOM/BR/75/2903); 5, Cepa de referénciade L. guyanensis (Lg) (MHOM/BR/75/M4147); 6, Cepade lesdo
tipicade L. brazliensis (M2903); 7, Isolado de leséo tipica (RR051); 8, Isolado de lesdo tipica (RR418 com
perfil atipico); 9, Isolado de umalesio atipica (RR410 com perfil atipico); 10, Cepaisolada de lesdo
mucocutanea (M15991) e 11, Cepa isolada do vetor (M8401).
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5.2 Dot Blot

Com base no dot-blot, todos os LPGs das cepas/isolados de L. brazliensis foram
purificados com sucesso. Conforme esperado, o LPG de L. infantum (Ba262) (controle

positivo) foi reconhecido pelo anticorpo CA7AE (Figura 3).
Ba262  M2903 RRO51 RR418  RR410  MI5991  MS8401

Figura 3: Reatividade dos LPGs purificados (10 ug) das cepas/isolados de L. brazliensis (M2903, RR051,
RR418, RR410, M15991 e M8401) em presenca do anticorpo CA7AE (1:1000). Controle positivo: LPG de L.
infantum (cepa Ba262).

5.3 Perfil de producio de citocinas e oxido nitrico (NO)

Os macrofagos estimulados por LPGs das diferentes cepas/isolados de L. brazliensis
foram capazes de induzir a produ¢do de NO e citocinas (IL-6, IL-12 e TNF-a)
preferencialmente via TLR4 (Fig. 4A-D). Em geral, foi observado que independente da forma
clinica (tipica, atipica ou muco-cutdnea) ou hospedeiro (homem ou vetor), que os LPGs
estimularam diferencialmente os macrofagos murinos. Vale ressaltar que o LPG da cepa
M15991 (muco-cutinea) foi muito pouco pro-inflamatorio, enquanto que aquele da cepa de
vetor foi tdo pro-inflamatério quanto o controle positivo LPS. Os LPGs dos isolados que
continham os perfis de restricdo genéticos atipicos (RR418 ¢ RR410) foram bastante pro-
inflamatorios quando comparados aqueles com os perfis de restri¢do tipicos (M2903, RR051

e M15991), exceto o M8401. Nao foi detectada a produgdo de IL-1p (dados ndo mostrados).
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Figura 4. Produgdo de oxido nitrico (NO) e citocinas (IL-6, IL-12 e TNF-a) por macréfagos murinos
estimulados por LPGs (10 ug/mL) de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis. (A), NO; (B), IL-6; (C), IL-12
and (D), TNF-a. C = controle negativo (meio); LPS (100 ng/mL, controle positivo). M2903, RR051e RR418 =
LPGs de L. braziliensis isolados de cepas de lesdes tipicas, RR410 = LPG de L. braziliensis isolado de cepa de
lesdo atipica; M15991 = LPG isolado de cepa de lesdo mucocutanea; M8401 = LPG isolado de cepa de vetor. Os
resultados sdo representativos de 3 experimentos em duplicata. Os asteriscos indicam diferencas estatisticamente
significativas (P < 0,05).
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5.4 Cromatografia em camada fina das unidades repetitivas dos LPGs

Através da cromatografia em camada fina, as unidades repetitivas dos LPGs das
cepas/isolados M2903 (tipica, controle), RR0O51 (tipica) e M15991 (muco-cutdnea) foram
preliminarmente caracterizadas. Conforme esperado, as unidades repetitivas do LPG da cepa
M2903 possibilitaram a identificagdo do dissacarideo Gal-Man comum a todos os LPGs e
também de um tri- e tetrassacarideo (Soares et al., 2005) (Fig. 5A). O isolado RRO51
apresentou picos caracteristicos de Gal-Man e Hex-Hex-Gal-Man (Fig. 5B). Finalmente, as
unidades repetitivas do LPG da cepa M15991 apresentaram apenas unidades repetitivas sem
cadeias laterais, ou seja, apenas o dissacarideo Gal-Man (Fig. 5C). Estes resultados
confirmam a existéncia de polimorfismos intra-especificos nas unidades repetitivas do LPG
de L. brazliensis. Entretanto, ndo foi possivel obter os resultados de cromatografia para os
isolados/cepa RR418, RR410 e M8401. Estes experimentos serdo repetidos para finalizar esta
parte.
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Figura 5: Cromatografia em camada fina de unidades repetitivas marcadas com [6-°H] galactose de LPGs de
diferentes cepas/isolados de L. brazliensis. A, unidades repetitivas do LPG da cepa de lesdo tipica (M2903); B,
unidades repetitivas do LPG da cepa de lesZo tipica (RR051); C, unidades repetitivas do LPG da cepa de lesdo

muco-cuténea (M 15991). Legenda: Gal, galactose; Man, manose;, Hex, hexose.
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5.5 Infectividade em macr 6fagos derivados da medula 6ssea

Os macroéfagos extraidos da medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram infectados
durante 2 horas com as cepas/isolados de L. braziliensis a cepa controle de L. donovani (LV9)
a fim de se calcular o indice de infectividade (%). Foi observado um perfil variavel de
infeccao entre as cepas, porém semelhante ao controle de L. donovani (P >0,05) (Figura 6).
As cepas M2903, M15991 e M8401 foram mais infectivas que o isolado RR410 (P < 0.05). A
unica cepa que foi mais infectiva que o controle (LV9) for a cepade vetor (P < 0,05).
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Figura 6: Indice de infectividade (%) de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis ap6s duas horas de infecgéo.
Os resultados sd0 representativos de 3 experimentos em duplicata Os asteriscos indicam diferencas
estatisticamente significativas (P < 0,05).

5.6 Recrutamento de LAMP-1 em particulas de ziimosan cobertas com LPG

Para avaliar o recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos, macr6fagos medulares
foram incubados com particulas de zimosan + LPGs purificados de diferentes cepas/isolados
de L. brazliensis durante 10 minutos e 2 horas. As imagens (Figura 7A e 7B) sdo apenas
ilustrativas e sua andlise final esta representada sob a forma de gréficos de barras (Figura 8).
N&o foram observadas diferencas significativas no recrutamente de LAMP-1 em nenhum dos
dois tempos analisados (Figura 8). As andlises estatisticas foram redlizadas através do teste
one-way ANOVA utilizando dados paramétricos pelo Software GraphPad Prism 6.0. Os
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valores ade P apartir <0,05 foram considerado estatisticamente significativo. Todos os dados
sd0 gpresentados como média + SEM (Figura 8).

A
l(]min
Zimosan L.b-M2903 L.b-RR051
L.b-RR418 L.h-RR410 L.h-M15991 L.h-M8401
B
2h
Zimosan L.b-M2903 L.b-RR051
L.b-RR418 L.b-RR410 L.h-M 15991 L.b-M 8401

Figura 7. Efeito do zimozan + LPG de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis no recrutamento de LAMP-1
apos 10 minutos (A) e duas horas (B) de fagocitose. Escala= 5 uM.
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Figura 8. Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de células expostas com particulas de zimosan cobertas
com LPGs purificados de diferentes cepas/isolados de L.braziliensis a em diferentes tempos de fagocitose 10
minutos (barras brancas) e 2 horas (barras cinzas). Os resultados sZ0 representativos de 3 experimentos em
duplicata.

5.7 Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de macréfagos infectados com
promastigotas de diferentes cepas/isolados de L. brazliensis

Considerando que as moléculas de LPG purificadas ndo afetaram o recrutamento de
LAMP-1, nosso préximo passo foi investigar o papel dos parasitos inteiros. As imagens
(Figura 9A e 9B) sdo apenas ilustrativas e sua andlise final esta representada sob a forma de
graficos de barras (Figura 10). No tempo 2 horas, os parasitos (RR051 e M15991)
gpresentaram um maior recrutamento de LAMP-1 em relagéo a0 controle negativo (LV9) (P
<0,05, Figura 10). Conforme esperado, o controle positivo (zimosan) apresentou um maior
recrutamento de LAMP-1 em ao controle negativo (LV9) e a cepa isolada de uma lesdo
atipica (RR410). Ja em 24 horas, onde a infecgdo esta estabelecida, algumas diferencas se
tornaram mais evidentes. Os parasitos (RR051 e MB8401) apresentaram um maior
recrutamento de LAMP-1 comparado a LV 9. Além disso, este recrutamento foi maior do que
as cepas com pexrfil genético atipico (RR418 e RR410) (P < 0,05, Figura 10).
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A
2h
Zimosan L.d-LV9 L.h-M2903 L.b-RR051
L.b-RR418 L.b-RR410 \ \ L.b-M15991 L.h-M8401
B
24h
Zimosan L.h-M2903 L.b-RR051
L.b-RR418 L.b-RR410 \ \ L.b-M15991 L.b-M8401

Figura 9: Efeito dos parasitos de diferentes cepas/isolados de L. braziliensis no recrutamento de LAMP-1 ap6s 2
(A) e24 horas (B) de fagocitose. Escala= 5 uM.
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Figura 10. Recrutamento de LAMP-1 nos fagossomos de células infectadas com parasitos de diferentes
cepas/isolados de L. braziliensis em diferentes tempos de fagocitose (2 h, barras brancas) e 24 horas (barras
cinzas). Zimosan, controle positivo e L. donovani (LV9, controle negativo). Os resultados sdo representativos de
3 experimentos em duplicata. Os asteriscos indicam diferencas estati sticamente significativas (P < 0,05).

5.8 Acidificacdo nos fagossomos de macr éfagos infectados com cepas/isolados de
L.brazliensis

Visto que os parasitos inteiros apresentaram um recrutamento de LAMP-1 variavel nas
cepas/isolados de L. braziliensis resolvemos investigar o papel dos parasitos na acidificagéo
nos fagossomos usando Lysotracker. As imagens (Figura 11A e 11B) s&o apenas ilustrativas e
sua andlise final esta representada sob a forma de gréaficos de barras (Figura 12). No tempo 2
horas, a cepa atipica (RR410) acidificou mais do que as outras cepas/isolados (exceto a cepa
M8401) e o controle negativo (LV9) (P < 0,05, Figura 12). No tempo 24 horas, a cepa muco-
cutanea (M15991) acidificou menos que todas as cepas/isolados de L. brazliensis,
apresentando um perfil semelhante ao controle negativo (LV9) (P < 0,05, Figura 12).
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A
2h
L.h-M2903 L.b-RR051
L.h—RR418 L.b—RR410 L.b-M15991 L.b—M8401
B
24h
| Zimosan L.h-M2903 L.b-RRO51
L.h-RR418 L.b-RR410 L.b-M15991 L.b-M8401

Figura 11: Efeito dos parasitos de diferentes cepas/isolados de L. brazliensis mostrando a acidificagdo pelo
Lysotracker apos 2 (A) e 24 horas (B) de fagocitose. Escala = 5 um. Legenda, parasitos (azul) acidificacdo com
Lysotracker demonstrando a acidificagio nos parasitos (vermelho)
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Figura 12: Acidificaggdo em fagossomos infectados com diferentes cepas/isolados de L. brazliensis em
diferentes tempos de fagocitose (2 h, barras brancas) e 24 horas (barras cinzas). Zimosan, controle positivo e L.
donovani (LV9, controle negativo). Os resultados sdo representativos de 3 experimentos em duplicata. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticamente significativas (P < 0,05).

5.9. Expressao diferencial de glicoconjugados (L PG e GP63)

Como foi observado nos parasitos inteiros uma expressao diferencial de LPG e GP63,
nosso préximo passo foi avaliar quali-quantitativamente estes glicoconjugados pela técnica de
western-blot apos a lise dos parasitos. Nos controles foram utilizados parasitos de L. major
(NIHSA2) e L. donovani (LV9). Podemos verificar uma expressdo diferencial de LPG nas
diferentes cepas/isolados (evidenciado pelos arrastes) nas cepas de L. major (NHISA2), L.
donovani (LV9) e L. brazliensis (RR410) (Figura 13A). Os outros isolados apresentaram
baixa expressdo de LPG, uma vez que ndo foram vistos arrastes visiveis. Isto porqué o
anticorpo CA7AE reconheceu inespecificamente algumas proteinas do lisado. Quando
comparamos a expressdo de LPG entre as diferentes cepas/isolados de L. braziliensis,
observamos que a cepa de lesdo atipica e perfil genético atipico RR410 expressou este
glicoconjugado em maior quantidade (Figura 13A). Em relagcdo a GP63, observamos uma
expressao também variavel deste glicoconjugado. Entretanto, ndo observamos uma correlagéo
nitida entre a expressao desta protease com aquela de LPG. Além disso, ndo foi detectado

uma correlaco entre a GP63 e as formas clinicas (Figura 13B). Valle ressaltar que a cepa
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M8401 (vetor) que apresentou alta expressdo de GP63 em sua membrana, ndo foi detectada
no western-blot. Isto pode ser devido as diferentes concentragbes do anticorpo secundario
utilizado nas duas técnicas. Entretanto, a atividade proteolitica desta GP63 foi detectada
(Figura 13C), inclusive sendo maior que em outras cepas, confirmando que o seu
reconhecimento pode ter sido prejudicado pelo aguecimento da amostra. Ainda em relagéo a
atividade proteolitica, também ndo foi observada correlacio entre a expressdo e maior
atividade. Por exemplo, cepas/isolados com baixa expressado (M2903 e RR051) gpresentaram
consideravel atividade proteolitica quando comparadas a cepa controle de L. major (Figura
13C). Finamente, o normaizador aldolase confirma que foram aplicadas as mesmas
concentragcbes de amostra em cada canaeta (Figura 13D). Ao verirficarmos a atividade
proteolitica de de GP63 verificamos que a cepa controle L.major e a cepa isolada de uma
lesdo tipica M2903 apresentaram os maiores niveis de atividade. Ja as outras cepas nao
gpresetaram nivels mais baixos de atividade de GP63 (Figura 13C). O gel de aldolase
apresentou basicamente os mesmos quantidades de proteina para todas as cepas utilizadas
(Figura-13D).
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Figura 13: Expressio de LPG (A), GP83 (B) e atividade proteolitica (C) de diferentes cepas/isolados de L.
braziliensis. Controles L. m-NIHSA2 (L. mgjor), L. d -LV9 (L. donovani) e aldolase (D, normalizador). | solados
de Leishmania brazliensis L.b- M2903(cepa isolada de lesio tipica), L.b-RR051 (cepa isolada de lesio tipica),
L.b-R418 (cepaisolada de lesdo tipica), L.b-RR410 (cepa isolada de lesio atipica), L.b-M 15991 (cepaisolada de

|lesdo mucocutanea) e L.b- M8401 (cepaisolada do vetor).
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6. Discussio

Varios fatores podem estar ligados aos diferentes nivels de viruléncia entre cepas de
uma determinada espécies de Leishmania. No caso de L. braziliensis, esta espécie pode causar
diferentes tipos de manifestagdes clinicas que vao desde lesdes Unicas e simples até formas
atipicas ou graves como muco-cutanea (Guimardes et al., 2016b; Quaresma et a., 2018).
Neste trabalho investigamos o papel de varios parametros que poderiam explicar estas
diferengas na patogenia e viruléncia.

Estudos da diversidade gen&ica em L. brazliensis, assim como estudos
populacionais, tem despertado o interesse de varios pesquisadores com o intuito de investigar
associagdes entre as caracteristicas genéticas deste parasito com a distribuicéo geogréfica e
manifestacoes clinicas da doenga (Marco et al., 2015; Queiroz et al., 2012). Neste contexto,
um estudo anterior de nosso grupo que foi recentemente publicado, caracterizou dentre varias
cepas, algumas das utilizadas em nosso estudo (Quaresma et al., 2018). Neste trabaho, os
fragmentos de todas as cepas do presente estudo foram sequenciados e as sequéncias obtidas
tiveram identidade igual ou superior a 98% frente as sequéncias depositadas no GenBank para
L. brazliensis (Quaresma et al., 2018). Inicialmente, para garantir a confiabilidade das
cepas/isolados nesta dissertagdo fizemos uma tipagem por PCR-RFLP (Garcia et a., 2004),
onde confirmamos os perfis genéticos tipicos (com quatro bandas) e atipicos (com trés
bandas) (Quaresma et al., 2018). Este ultimo, é resultado de um polimorfismo de base Unica
(SNPs) na sequéncia do gene da HSP70 (heat shock protein) (Quaresma et al., 2018) (Figura
2). Interessante observar que embora a cepa RR418 tenha um perfil atipico, a mesma foi
isolada de uma lesdo com aspecto tipico, reforgando a ideia de que outros fatores aém da
genética, podem estar relacionados a manifestagdo clinica Em conjunto, nossos dados
corroboram com o estudo anterior (Quaresma et al., 2018) confirmando que todas as nossas
cepas/isolados so L. braziliensis.

Além dos aspectos genéticos, o papel de moléculas presentes na superficie do parasito
(PAMPs) também pode afetar a resposta imune do hospedeiro (revisado por Assis et a.,
2012). Sabe-se ja a dgum tempo que fator de viruléncia multifuncional LPG é capaz de
induzir citocinas e NO (Brittingham and Mosser, 1996), sendo que esta indugéo era mediada
por MAPKs (Feng et al., 1999). Posteriomente, foi demontrado que o LPG de L. major era

um potente agonista de TLR2 em células natural-killer (NK) e em macréfagos murinos
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(Becker et al., 2003; de Veer et a., 2003). Esta ativacéo desencadeia a produgdo de TNF-a e
IFN-y via MyD88, sendo a integridade da ancora lipidica necessaria. Confirmando estes
resultados, a integridade da ancora lipidica do LPG de L. Infantum também foi necessariapara
a ativacdo de PPAR-y (Limaet al., 2017b). Uma resposta imune celular capaz de controlar a
infeccdo por Leishmania € bastante dependente de IFN-y, pois aumenta a resposta microbicida
dos macréfagos através da inducdo da sintese de NO (Flandin et a., 2006; Mosser and
Edwards, 2008). Em L. braziliensis, sabemos que o LPG desta cepa € capaz de ativar NO e
outras citocinas via TLR4/TLR2 (Ibraim et al, 2013). Em nosso trabaho, observamos que os
LPG das diferentes cepas/isolados apresentaram uma modulagdo variavel de NO e citocinas
em macrofagos murinos preferencialmente via TLR4. Esses resultados foram semelhantes aos
observados para os LPGs de duas cepas de L. amazonensis (PH8 e Josefa), também
dermotropicas (Nogueira et al., 2016). Os LPGs oriundos de cepas/isolados com perfil
genético atipico (RR418 e RR410) apresentaram uma maior producao de nitrito do aquelas
com perfil tipico (M2903, RR051 e M15991). Esse padrdo foi similar também para IL-6 e
TNF-a. Em relagcdo ao LPG da cepa isolada do vetor (M8401, perfil genético tipico), sua
atividade pro-inflamatéria foi muito alta sendo comparavel ao do LPS. Nossos resultados
confirmam os da literatura de que macrofagos primados sdo capazes de produzir NO em
presenca de LPG, e que essa producdo € variavel entre as espécies e cepas (Coelho-Finamore
et a., 2011; Nogueira et a., 2016; Paranaiba et al., 2015; Proudfoot et al., 1996). Ja a cepa
isolada da lesio muco-cutanea (M15991) induziu uma produgdo muito baixa de NO e
citocinas tendo uma resposta mais imunossupressora semelhante aquela desencadeada por
LPGs de L. infantum e L. amazonensis (lbraim et al., 2013; Nogueira et al., 2016). Esse baixo
potencial pro-inflamatério presente na cepa muco-cutanea poderia ser devido a auséncia do
virus LRV1 (Macedo €t a., 2016), que € responsavel por aumentar da viruléncia do parasito
via TLR3 (lves et al., 2011). Outros fatores que poderiam estar afetando a viruléncia das
cepas poderiam estar relacionados a ecto-nucleotidases (Leite et al., 2012). Neste trabalho, foi
observado que havia uma correlagéo entre a alta atividade destas enzimas com o gparecimento
das lesbes mais graves. Entretanto, a cepa utilizada em nosso estudo foi diferente e ndo
sabemos como seria a sua atividade ecto-nucleasica. Além disso, IL-6 jafoi descritacomo um
fator de risco para a leishmaniose muco-cutanea(Castellucci et al., 2012). Entretanto, o LPG
desta cepa ndo foi capaz de desencadear a produgdo desta citocina sugerindo outras vias por

outros fatores. IL-1B e IL-6 s&o citocinas pro-inflamatérias importantes agindo nas células
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endoteliais aumentando o numero de moléculas de adesdo e migracdo de leucdcitos para o
local da inflamagdo. Além disso elas favorecem os danos nos tecidos aumentando a
inflamacao, atraindo e ativando neutréfilos (Boaventura et al., 2010; Castellucci et al., 2006;
Mul et al., 2000; Sallusto et al., 2012). Em nossos experimentos, ndo detectamos a inducéo
de IL-1B pelos LPGs dos isolados estudados. Entretanto, vimos um perfil variavel para a
citocina IL-6 ndo podendo descartar o seu papel na imunopatologia da leishmaniose por L.
braziliensis. Um resultado que devemos ressaltar foi a maior produgédo de NO, IL-6 e TNF-a
pelas cepas com perfil genético atipico. Entretanto, para IL-12, a producdo s6 foi
estatisticamente diferente em relagdo a cepa muco-cutanea. Esses resultados em conjunto
mostram que os glicoconjugados de varias cepas/isolados de L. braziliensis podem modular
diferencialmente a produgdo de NO e citocinas. Em ultima andlise, macréfagos estimulados
por LPGs de L. braziliensis apresentaram um perfil mais pré-inflamatério.

A fim de se investigar se estas diferencas no potencial pré-inflamatério poderiam ser
devido a polimorfismos nas unidades repetitivas do LPGs, foram redizadas andises
preliminares destas porgdes. Polimorfismos nas unidades repetitivas dos LPGs ja foram
observadas em varias espécies de Leishmania tanto do Velho [L. donovani (Sud&o e india); L.
major (cepas FV1 e LV39); L. tropica (cepas L747, L863 e L810)] quanto Novo Mundo [L.
infantum (14 cepas) e L. amazonensis (cepas PH8 e Josefa)] (Coelho-Finamore et al., 2011;
Dobson et a., 2003; Mahoney et al., 1999; Nogueira et al., 2017; Sacks, 1995; Soares €t a.,
2004). Foi observado para L. infantum, que LPGs mais complexos, ou sga, com cadeias
laterais nas unidades repetitivas, desencadearam uma maior produgdo de NO por macréfagos
murinos (Coelho-Finamore et al., 2011). Porém, ndo sabemos se 0 mesmo poderia ocorrer em
L. braziliensis. Em trabalho anterior de nosso grupo (Soares et al., 2005) foi descrito que o
LPG da cepa M2903 nao apresenta cadeias laterais em suas unidades repetitivas nas formas
prociclicas. Nas formas estacionarias e metaciclicas ocorre adigdo de um ou dois residuos de
B-glicose. No nosso trabalho, nos ensaios de dot-blot, os LPGs foram devidamente
purificados e reconhecidos pelo anticorpo CA7AE que reconhece os epitopos conservados de
Ga-Man-PO, comuns a todos LPGs. A fim de se detectar polimorfismos nas unidades
repetitivas, os LPGs radioativos das cepas M2903 (controle), RR051 (tipica) e M 15991
(muco-cutanea) foram despolimerizados, tratados com fosfatase alcalina, dessalinizados e
submetidos & cromatografia de camadafina. A utilizagdo de LPGs radiomarcados com [6-°H]-
gaactose foi devido ao fato de que L. brazliensis produz menor quantidade deste
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glicoconjugado do que as outras espécies (Soares et al., 2005). Isso possibilitou a aplicagdo de
uma técnica mais sensivel ao invés de utilizarmos as andises quimicas rotineiras de
glicobiologia (Soares et d., 2002; 2004; Nogueira et a., 2016). Os resultados indicaram
polimorfismos evidentes nas unidades repetitivas. Por exemplo, o LPG da cepa M2903
confirmou a existéncia de di-, tri- e tetrassacarideos conforme descrito anteriormente (Soares
et al., 2005). Para a cepa RR051 foram observados picos contendo tetra- e dissacarideos,
enquanto que para a cepa M 15991 foram observadas apenas dissacarideos. Entretanto, ndo
sabemos quais agucares poderiam estar presentes na cepa RR051 e iremos investigar através
de tratamentos enzimaticos com [-glicosidases e [-galactosidases. Estes resultados
comprovam a existéncia de variagbes qualitativas nas unidades repetitivas e sugerem que
estas diferencas poderiam afetar a capacidade funcional dos LPGs sobre os macréfagos. Esta
parte de caracterizacao se continuara com as trés outras cepas/isolados como perspectiva deste
trabalho e para a conclusdo final da publicacdo.

Nos experimentos anteriores, testamos o papel do LPG (e provaveis polimorfismos) na
ativacdo extracelular de macrofagos. Nosso préximo passo agora, foi avaliar o pape dos
LPGs e respectivos parasitos intracel ularmente nos compartimentos fagossomais. Visto que
os fagossomas desempenham um papel fundamental na imunidade inata e adaptativa, as
propriedades funcionais dessas organelas e os mecanismos moleculares que regulam suas
interacbes com patdgenos tem sido de grande interesse para a pesquisa nos ultimos anos
(Descoteaux et al., 2014; Desjardins and Descoteaux, 1997). Logo no inicio dainfeccio, apos
as promastigotas serem inoculadas no hospedeiro, os parasitas sdo rapidamente internalizados
por fagocitos que sdo recrutados na pele incluindo neutréfilos, monécitos e macréfagos
(Nathan C Peters and Sacks, 2009; Rogers, 2012; Sacks and Kamhawi, 2001). Com base nos
ensaios de infectividades, todas as cepas/isolados, exceto RR410 (cepa atipica com perfil
genético atipico) infectaram muito bem os macrofagos derivados da medula éssea. Esta cepa
apresentou um perfil de infectividade semelhante ao de L. donovani (LV9), nossa cepa
controle. Considerando que todas as cepas infectaram com sucesso os macrofagos, iniciamos
os experimentos com marcadores especificos de fagocitose (LAMP-1) e acidificagdo
(lysotracker) (Vinet et al., 2009). Sabe-se que o LPG esta envolvido na sobrevivéncia da
Leishmania dentro do vactolo parasitéforo (Descoteaux & Turco, 1999). Devido a suas
propriedades hidrofébicas, ele se insere na membrana de fagosoma e desestabiliza os

microdominios lipidicos(Dermine et al., 2005), prejudicando os processos necessarios para a
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geracdo de um compartimento microbicida dentro dos macréfagos. A consequéncia da
desorganizagdo desse microdominios mediada pelo LPG € a exclusdo do regulador de fusdo
de membrana, a synaptotagmin V (Syt V) do fagolisossoma apbés a infecgdo. Isto
consequentemente anulara o recrutamento da V-ATPase e impedira a acidificagdo do
fagolisossoma (Collins et a., 2002; Vinet et a., 2009). Para avaliar o papel isolado deste
glicoconjugado, nés o acoplamos a particulas de zimosan. N&o observamos diferencas na
fagocitose (mobilizaggdo de LAMP-1) quando utilizamos estas particulas cobertas com os
diferentes tipos de LPG dos isolados/cepas de L. braziliensis. Estes resultados sugerem que
durante afagocitose, outras moléculas/fatores do parasito podem estar envolvidas. A fim de se
detectar estas diferencas, partimos para a internalizagdo dos parasitos inteiros das diferentes
cepas/isolados.

Diversos estudos tém demonstrado uma gama de estratégias moleculares utilizadas por
microorganismos para interferir com a maturacdo de fagosomas em fagolisossomas, processo
denominado de biogénese de fagossossomas (Alix et al., 2011; Flannagan et al., 2009). A
biogénese do fagolisossoma é essencial para a aquisicdo de propriedades microbicidas
necessarias para a morte de patégenos (Desjardins et al., 2005; Jutras and Desjardins, 2005).
A Leishmania parasita células fagociticas e provoca a inibicio da biogénese do
fagolisossoma. Esta € uma maneira eficiente do parasito criar um nicho intracelular favoravel
para o estabelecimento da infecgdo (Desjardins e Descoteaux, 1997). A maioria dos trabalhos
com as vias de LAMP-1, lysotracker, € complexos NADPH utilizaram como modelo L.
donovani e L. major. As promastigotas internalizadas em fagolisossomas irdo causar umama
interacdo de endossomas resultando num recrutamento tardio de LAMP-1 (Dermine et a.,
2000; Scianimanico et al., 1999; Spath et al., 2003). Em nossos resultados, apds 24 horas de
infeccdo, as cepas/isolados apresentaram um perfil diferencial de mobilizacdo de LAMP-1
nos fagolisossomos. As cepas/isolados com perfil genético atipico (RR418 e RR410) e tipica
M2903 recrutaram menos LAMP-1 do que as cepas (RR051) e de vetor (M8401). E
interessante ressaltar que o comportamento das cepas atipicas foi semelhante ao de L.
donovani, que sabidamente retarda a fagocitose em macréfagos (Vinet et al., 2009). Por outro
lado, quando avaliamos a acidificagdo do fagolisossoma (lysotracker), todas as cepas tipicas,
atipicas e de vetor acidificaram mais do que a cepa muco-cutanea. Estes resultados com
conjunto com os de LAMP-1 ndo permitiram realizar uma correlagdo direta entre forma

clinica e biogénese dos fagolisossomo. Tudo indica que o parasito dependendo da
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cepalisolado € capaz de orquestrar uma resposta imune multifatorial provavelmente cepa-
especifica.

Finalmente, sabe-se que a GP63 € uma proteina importante que atua na acidificacéo
do fagolisossomo (Chaudhuri et a., 1989; Matheoud et al., 2013). A GP63 é internalizada em
grande parte através de microdominios lipidicos, que leva a clivagem e estimulagdo da
fosfatase de algumas proteinas podendo atenuar as fungbes microbicidas dos macréfagos
(Braun et al., 2004). A fim de se avaiar a proporgdo dos diferentes glicoconjugados nos
parasitos inteiros, estes foram lisados e submetidos ao western-blot para avaliar a expressao
de LPG e GP63. Foram observadas diferencas significativas em cada cepa. Interessante
observar que mesmo a alta expresséo de GP63 n&o foi correlacionada a uma maior atividade
proteolitica. Porém, as cepas M2903, RR418 e M8401 que agpresentaram maior atividade
proteolitica resultaram em uma maior acidificacdo do fagolissoma nos ensaios com
lysotracker. Trabalhos recentes mostraram que a GP63 de L. brazliensis se encontra no
cromossomo 10 e que cepas isoladas de diferentes formas clinicas numa mesma regido
possuem dominios conservados e polimorfismos especificos em seus sitios cataliticos
(Medina et al., 2016; Sutter et al., 2017). Neste contexto, esta variabilidade poderia resultar
em diferentes padrées de viruléncia nesta espécie. Nossos resultados confirmam estes
achados, uma vez que o perfil e a expressdo da GP63 nas diferentes cepas foram variaveis.
Portanto, o melhor conhecimento de GP63 em L. brazliensis faz-se necessario para se
entender suas estratégias de escape.

Nosso estudo demostrou que diferentes cepas/isolados de L. brazliensis
apresentaram comportamentos distintos nos varios parametros estudados. Elas induziram
diferentes respostas em células do hospedeiro vertebrado ndo sb extracelularmente quanto
intracelularmente. Ao se investigar o papel de glicoconjugados isolados ou nos parasitos, foi
observada uma correlacdo entre maior atividade proteolitica da GP63 e acidificacdo do
fagolisossomo. Entretanto, o papel do LPG isolado parece ter sido importante apenas
extracelularmente. O processo de interagdo Leishmania-macréfago € um processo complexo
que envolve ndo sO moléculas do parasito como da célula hospedeira (Bogdan and
Réllinghoff, 1998). Todos estes componentes atuariam em conjunto para o desfecho da

imunopatol ogia das diferentes formas clinicas da L. braziliensis.



53

7. Conclusdes

A produgdo de NO e citocinas pro-inflamatorias pelos LPGs das diferentes
cepas/isolados de L. braziliensis foi variavel e prefencialmente via TLR4;

Os LPGs dos isolados de L. braziliensis com perfil genético atipico foram mais pré-
inflamatorios, enquanto que o da cepa muco-cutanea foi menos pré-inflamatorio;
Particulas de zimosan cobertas por LPG nado séo capazes de mobilizar LAMP-1;

Os parasitos inteiros das cepas/isolados de L. brazliensis inibem diferencialmente o
recrutamento de LAMP-1 e a acidificacio em fagolisossomas;

A expressdo de GP63 e LPG nos parasitos foi variavel, sendo que ndo foi observada
correlagéo com a atividade proteolitica;

A atividade proteolitica da GP63 foi correlacionada com uma maior acidificagdo do
fagolisossoma;

A caracterizagdo preliminar das estruturas do LPG demonstrou alguns polimorfismos
nas cepas M2903, RR051 e M 15991.
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