UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Avaliacao da participacéo de Gal-1 e Gal-4 na evolucéo da infeccéo

experimental por Leishmania (Leishmania) amazonensis

ANNA KAROLINE AGUIAR FLEURI

Ribeirdo Preto, 2019.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA

Avaliacao da participacéo de Gal-1 e Gal-4 na evolucéo da infeccéo

experimental por Leishmania (Leishmania) amazonensis

ANNA KAROLINE AGUIAR FLEURI

Ribeirdo Preto, 2019.



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Avaliacado da participacéo de Gal-1 e Gal-4 na evolucéo da infeccéo

experimental por Leishmania (Leishmania) amazonensis

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Poés-Graduacdo em  Biociéncias e
Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto para obtencdo
do Titulo de Doutora em Ciéncias.

Area de Concentragdo: Imunologia e
Fisiopatologia

Orientado(a): Anna Karoline Aguiar Fleuri

Orientador(a): Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi

Versdo corrigida da Tese de Doutorado apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biociéncias e Biotecnologia em 21 de marco de 2019. A verséo
original encontra-se disponivel na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto/USP.

Ribeirdo Preto, 2019.



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

FICHA CATALOGRAFICA

FLEURI, Anna Karoline Aguiar

Avaliacéo da participagdo de Gal-1 e Gal-4 na evolucédo da infeccdo experimental por Leishmania
(Leishmania) amazonensis. Ribeirdo Preto, 2019.

151 p.:il.;30cm

Tese de Doutorado, apresentada a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto/USP. Area de concentragdo: Imunologia e Fisiopatologia.
Orientador: Marcelo Dias Baruffi.

1. Glicobiologia, 2. Imunorregulagéo, 3. Leishmania, 4. Lectina




FOLHA DE APROVACAO

Nome: FLEURI, Anna Karoline Aguiar

Titulo: Avaliacdo da participacdo de Gal-1 e Gal-4 na evolucéo da infeccdo experimental por

Leishmania (Leishmania) amazonensis.

Aprovado em:

/

Tese de Doutorado apresentada ao Programa
de Pos-Graduacdo em  Biociéncias e
Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto para obtencao
do Titulo de Doutora em Ciéncias.

Banca examinadora

Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicéo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicéo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicdo: Assinatura:
Prof. Dr.
Instituicdo: Assinatura:




Trabalho realizado no Laboratorio de Glicoimunologia do Departamento de Analises
Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatoldgicas e associado ao Programa de Pds Graduacéo em
Biociéncias e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto

da Universidade de Sao Paulo, com o apoio financeiro da CAPES e do CNPq.

Vi



FLEURI, A. K. A. Dedicatoria

DEDICATORIA

Ao meu pai (in memorian), Divino Pereira Fleuri, e a minha méae, Aparecida
Aguiar de Andrade Fleuri, pelo amor incondicional e por terem batalhado

junto a mim pela realizagio dos meus sonhos.

vii



FLEURI, A. K. A. Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

Ao professor Dr. Marcelo Dias Baruffi pela orientacdo, pela oportunidade de
desenvolver esse projeto e pela confianca depositada em mim e em meu trabalho. Agradeco
pelo aprendizado e pelo exemplo de dedicacdo e amor a pesquisa.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e a
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) pelo auxilio
financeiro com a bolsa de doutoradoo.

Ao Henrique e a Ana Lucia, secretarios do Programa de Pds-graduacdo em
Biociéncias e Biotecnologia, por sempre se mostrarem prestativos em ajudar e esclarecendo
minhas davidas.

Aos professores Dr. Sérgio de Albuqurque, Dr. Emerson Bernardes Dr? Leandra
Ramalho e Dr2 Lucia Faccioli pela colaboragéo no desenvolvimento deste trabalho e constante
disponibilidade em ajudar. Um agradecimento especial a professora Leandra pelo axilio nas
analises histopatologicas das laminas de histologia e por sempre esclarecer as minhas dividas.

A Vani Maria Alves Correa, funcionaria do Departamento de Biologia Celular da
FMRP-USP, pelo auxilio na montagem e coloracdo das laminas de histologia.

A Fabiana Rossetto Morais pelo auxilio técnico na citometria de fluxo e pelos
momentos de descontracao.

A Dona Regina, funcionaria da limpeza, e ao Reinaldo, Ronaldo e Fabio,
funcionarios do Biotério, os quais possibilitaram a boa qualidade desse trabalho. Em especial
aos funcionérios do biotério pelo auxilio na manutencdo dos camundongos utilizados neste
trabalho.

Ao Rubens Eduardo e a Lilian Cataldi pelo apoio técnico no laboratorio.

Aos meus amigos do Laboratdrio de Glicobiologia: Fabio, Luisa, Martin, Talicia,
Talita, Thais Canassa, Thais Plepis e Thalita pelas contribuicGes cientificas, pelas discussdes
sobre experimentos, pela ajuda, pelo companheirismo, pelas risadas e pela amizade de todos.
Agradeco especialmente a Thalita pela amizade e pela constante disponibilidade em ajudar.

A todos os colegas do doutorado, em especial a Fabiana Zambuzi pela amizade,
apoio e momentos agradaveis proporcionados.

Aos meus queridos pais, Aparecida e Divino (in memorian), pelo amor

incondicional e por me proverem a melhor educacdo possivel, mesmo nos momentos mais

viii



FLEURI, A. K. A. Agradecimentos

dificeis, nunca falhando. Serei eternamente grata, espero um dia poder retribuir todo o bem
que vocés me deram. Eu amo vocés!

Ao meu tio Marcelo e a minha avo por sempre me apoiarem nas minhas decisdes
e pelo apoio para eu continuar. Agradeco especialmente ao meu tio Marcelo, meu amigo e
segundo pai, pela presengca mesmo estando distante e pelo apoio de sempre em tudo.

Aos meus irmdos, Jaqueline e Mateus, por me aturarem nos momentos dificeis e
pelos Otimos momentos juntos, mesmo a distancia. Agradeco especialmente a Jaqueline,
minha irma, amiga e cuamplice, por sempre me fortalecer na realizacdo dos meus sonhos.
Amo-te demais e para sempre!

Ao meu noivo, Rafael, por me aturar de forma heroica em todos os momentos, por
sempre estar disposto a me ajudar em qualquer situacao e por acreditar em mim. VVocé me faz
sentir a pessoa mais especial desse mundo e sempre me motiva a perseguir 0s meus sonhos.
Obrigada por ser o0 meu companheiro de vida e por ser essa pessoa tdo grandiosa e bondosa.
Eu amo vocé!

Aos meus sogros, Geraldo e Maria Isabel, pelo carinho e por serem a minha
familia aqui em Ribeirdo Preto. Sempre dispostos a me ajudar das mais diversas formas
possiveis. Obrigada por tudo.

A Mariana, minha cunhada e amiga, por ser essa pessoa maravilhosa e sorridente
que traz alegria aos meus dias.

A minha querida amiga Thailyne, obrigada pela sincera amizade e pelo apoio em
todas as minhas escolhas. Vocé tem me mostrado a cada dia que amizades permanecem
mesmo a longas distancias.

A todos os funcionarios do Departamento de Analises Clinicas, Toxocoldgicas e
Bromatoldgicas da FCFRP que contribuiram direta ou indiretamente para a realizacdo desse
trabalho.

A todos que contribuiram de alguma forma para que esse trabalho fosse

concluido.



FLEURI, A. K. A. Resumo

RESUMO

FLEURI, A. K. A. Avaliacdo da participacdo de Gal-1 e Gal-4 na evolucéo da infeccéo
experimental por Leishmania (Leishmania) amazonensis. 2019. 152f. Tese (Doutorado).
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo,
Ribeir&o Preto, 2019.

A leishmaniose ¢ uma doenca negligenciada causada por protozoarios do género
Leishmania. Esta doenca parasitaria € um grave problema de satde publica, cuja incidéncia
vem crescendo em varias partes do mundo e o seu combate demanda tratamentos
farmacoldgicos mais eficazes e a oferta de vacina. Estudos mostram que a resolucdo dessa
infeccdo é dependente de uma resposta imunologica homeostatica do hospedeiro. No entanto,
ainda existem muitas lacunas na compreensdo de sua patogénese. O papel das galectinas,
proteinas que reconhecem glicanas com motivos [3-galactosideos, tem sido descrito em vérias
doencas infecciosas. No entanto, existem poucos relatos sobre a participacdo de galectinas na
leishmaniose. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel das galectinas-1 e -4 na infec¢éao
experimental por L. (L) amazonensis. Nés demonstramos que a deficiéncia do gene da Gal-1
(Gal-1) em camundongos da linhagem BALB/c (BALB/c Lgalsl™), mas ndo em
camundongos da linhagem C57BL/6, promoveu uma maior restri¢cdo da infecgdo por L. (L.)
amazonensis em comparagdo com o respectivo camundongo selvagem (BALB/c Lgals*'™)
Este fendtipo de menor susceptibilidade foi caracterizado pelo aumento da producdo de IFN-
vy, diminui¢do de IL-4, IL-10, IL-12p70 e TNF-0, redug¢ao do tamanho da lesdo e menor carga
parasitaria nos linfonodos drenantes. A Gal-1 ndo se ligou a Leishmania, sugerindo que a
susceptibilidade a leishmaniose detectada nos camundongos BALB/c selvagens ndo foi
devido a uma interacdo direta entre Gal-1 e L. (L.) amazonensis. Por outro lado, a Gal-4
completa, e ndo os seus dominios isolados, reconheceu L. (L.) amazonensis de modo sensivel
a lactose. Ainda, a Gal-4 reconheceu o lipofosfoglicano (LPG) purificado, um glicoconjugado
expresso na superficie de celular de Leishmania, independentemente de seu polimorfismo
estrutural intraespécie. O pré-tratamento de L. (L.) amazonensis com Gal-4 ndo alterou a sua
internalizagdo por macréfagos obtidos de camundongos BALB/c Lgals™* e favoreceu o
controle de sua replicacdo por estes fagécitos. Curiosamente, a injecdo intravenosa da forma
radiomarcada da Gal-4 causou o acUmulo desta lectina no sitio de infeccdo por L. (L.)
amazonensis em camundongos BALB/c Lgals*"*. Este trabalho foi pioneiro em descrever a
participacdo da Gal-1 e da Gal-4 na resposta imunoldgica contra L. (L.) amazonensis de modo
independente ou dependente de sua interacdo direta com este parasito, respectivamente. Além
disso, estes achados poderdo contribuir para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas e/ou diagndsticas aplicaveis a esta importante doenca negligenciada.

Palavras-chave: Gal-1, Gal-4, Leishmania, Infecc¢éo, Imunorregulacéo
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ABSTRACT

FLEURI, A. K. A. Evaluation of the participation of Galectin-1 and Galectin-4 in the
outcome of the experimental infection by Leishmania (Leishmania) amazonensis. 2019.
152f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2019.

Leishmaniasis is a neglected disease caused by protozoa of the genus Leishmania.
This parasitic disease is a serious health problem with growing incidence in several parts of
the world that demands more effective pharmacological treatments and the offer of vaccine in
order to fight it. Studies have shown that the resolution of this infection is dependent of
homeostatic immune response from the host. However, there are still many gaps in
understanding its pathogenesis. The role of galectins, proteins that recognize glycans with
beta-galactoside motifs, has been described in several infectious diseases. Nevertheless, there
are few reports on the involvement of galectins in Leishmaniasis. The aim of this work is to
evaluate the role of galectins 1 and 4 in experimental infection by Leishmania sp. We
demonstrated that galectin-1 (Gal-1) deficiency in mice with the BALB/c background
(Lgals1”-BALB/c), whereas not in C57BL/6 mice, promotes better restriction of L. (L.)
amazonensis infection compared to wild type BALB/c mice (Lgalsl**-BALB/c). This
outcome was characterized by increased IFN-y production, while decreased for other
cytokines (IL-4, 1L-10, IL-12p70, and TNF-a), decreased lesion size and parasite load at the
draining lymph nodes. Gal-1 did not bind to the parasite, suggesting that the susceptibility to
leishmaniasis detected in Lgals1**-BALB/c mice was not due to a direct interaction between
galectin-1 and Leishmania. On the other side, full length Gal-4, and not their isolated
domains, recognizes L. (L.) amazonensis in lactose-sensitive manner. Furthermore, Gal-4
recognizes purified lipophosphoglycan (LPG), a glyconjugate expressed on the cell surface of
L. (L.) amazonensis, independently of its intra-species structural polymorphism. The Gal-4
treatment of parasite cells did not change its internalization by non-Gal-1 deficient
macrophages and favored the control of intracellular replication of the parasite compared to
non-Gal-1 deficient macrophages. Curiously, the radiolabeled Gal-4 intravenous injection in
infected Lgals1**-BALB/c mice promotes great accumulation of this protein at the parasitic
infection site. The data provides the first demonstration of galectin-4 and -1 in the immune
response against L. (L.) amazonensis through direct parasite recognition or not, respectively.
In addition, this work may open new approaches for therapeutic and/or diagnostic strategies
applicable to this important neglected disease.

Keywords: Galectin-1, Galectin-4, Leishmania, Infection, Immunoregulation
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1. INTRODUCAO

1.1 As Leishmanioses

A Leishmaniose é uma doenga causada por protozoarios do género Leishmania
(ROSS, 1903). Leishmania € um modelo amplamente utilizado em estudos sobre parasitismo
intracelular por protozoarios. Os protozoarios deste género sdo membros da familia
Trypanosomatidae, sdo organismos unicelulares que apresentam flagelo Unico e um
cinetoplasto, que é uma regido da mitocondria rica em DNA (DESCOTEAUX; TURCO,
1999). A doenca apresenta distintas manifestagdes clinicas, podendo apresentar-se como uma
lesdo cutanea localizada com cura espontanea ou ndo, como no caso da Leishmanise
Tegumentar (LT), a uma doenca sistémica generalizada que pode ser fatal, como no caso da
Leishmaniose Visceral (LV). Apesar dos varios estudos que buscam compreender a complexa
relacdo entre parasito e hospedeiro, a Leishmaniose ainda é uma doenca negligenciada que
representa um problema de salde publica (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A forma tegumentar da Leishmaniose acompanha a humaninada desde a
antiguidade. O parasito foi descrito pela primeira vez em 1903, pelo médico William
Leishman e simultaneamente pelo pesquisador Charles Donovan em um caso de Calazar na
india (ROSS, 1903), dai foi cunhado o nome do género Leishmania. No Brasil, a primeira
observacao do parasito ocorreu em 1895, quando Moreira identificou a presenca de lesdes
cutaneas que foram denominadas Botdo da Bahia ou Botdo de Biskra. A existéncia de casos
de LT no Brasil foi confirmada em 1909 por Lindenberg que encontrou formas do parasito do
género Leishmania (BASANO; CAMARGO, 2004) em lesbes cutaneas conhecidas como
Ulceras de Bauru em individuos que trabalhavam em matas do interior paulista. Gaspar Viana
denominou o parasito encontrado no Brasil de Leishmania braziliensis por aché-lo diferente
de L. tropica, parasito causador da LT no Velho Mundo (WRIGHT, 1903). Somente em 1922,
Aragdo demonstrou o papel do flebotomineo na transmissdo das Leishmanioses cutanea e
mucocutanea. A LV possui uma historia um pouco diferente. Em 1913 foi diagnosticado o
primeiro caso pelo médico Migone em necropsia de um paciente do Estado do Mato Grosso.
Somente em 1930 o inseto Lutzomyia longipalpus foi identificado como vetor (BRASIL,
2006). Neste momento, foram identificados os primeiros casos de Leishmaniose canina.
Desde entdo, as Leishmanioses vém sendo descritas em varios municipios de todas as

unidades federativas do pais.
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1.2  Epidemiologia das Leishmanioses

A doenca afeta principalmente pessoas pobres na Africa, Asia e América Latina,
sendo associada a desnutricdo, deslocamento populacional, moradia precaria, sistema
imunolégico debilitado e falta de recursos. A Organizacdo Mundial da Saude, OMS (WHO,
World Health Organization), estima que 350 milhGes de pessoas estejam expostas ao risco de
contrair a doenca, com registro aproximado de dois milhdes de novos casos das diferentes
formas clinicas ao ano. Em 2017, de 200 paises e territdrios que reportaram casos a OMS, 97
paises e territorios foram endémicos para leishmaniose. Nestes paises que relataram casos, 65
sdo endémicos tanto para LV como para LT, 10 paises endémicos para LV e 22 paises
endémicos para apenas LT (WHO, 2016a, 2017a).

Desde 2013, o programa de Leishmaniose Global da OMS vem relatando
separadamente 0 numero de novos casos autoctones, para monitorar as tendéncias de
incidéncia e o numero de casos importados. Em 2016, 77% (58 paises) dos paises endémicos
para LV e 74% (64 paises) dos paises endémicos para LT forneceram dados para a vigilancia
global. Mais de 90% dos casos globais de LV foram relatados em sete paises: Brasil, Etidpia,
india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudo. Os 10 paises com o maior niimero de casos de
LT reportados em 2016 foram: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Paquistéo,
Peru, Republica Arabe da Siria, Tunisia e Iémen, que juntos respondem por 84% da
incidéncia global de LT relatada. O nimero de casos importados foi particularmente alto na
Turquia, 1089 casos. Comparativamente, o nimero de casos importados de LV foi menor,
com um total de 120 casos importados reportados globalmente em 2016. Dados recentes de
outubro de 2018, 66% (50 paises) dos paises endémicos para LV e 60% (52 paises) dos paises
endémicos para LT forneceram dados para a vigilancia global da OMS. O foco do nosso
estudo é o modelo de LT, a Figura 1 ilustra a distribuicdo mundial e nimero de casos dessa

manifestacdo clinica da Leishmaniose no ano de 2016 (WHO, 2016b).
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Figura 1. Situacéo epidemiol6gica mundial da LT. Extraido e adaptado de Organizagdo Mundial de
Saude, OMS (WHO, World Health Organization), 2016. LC: Leishmaniose cutanea.

No Brasil, a Leishmaniose apresenta-se em franca expansdo de casos. E uma
doenca endémica e de notificacdo compulsoria, entretanto muitos casos sdo subnotificados.
No ano de 2016 foram notificados 12690 casos de LT e 3200 casos de LV. No ano de 2017
foram reportados 17809 casos de LT e 4297 casos de LV. Neste ano ndo foram notificados
casos importados (WHO, 2017b).

No estado de S&o Paulo, entre os animais silvestres, os roedores dos géneros
Proechimys, Rhipidomys, Oryzomys, Akodon, Rattus e o marsupial Didelphis sao
considerados reservatérios da Leishmania. Alguns animais domésticos parecem desempenhar
um papel secundario. Entre eles, os equideos, felideos e canideos sdo considerados
hospedeiros acidentais, uma vez que ndo ha evidéncias que comprovem o papel desses
animais como reservatério do parasito, frequentemente estes animais sdo encontrados com
lesbes em mucosas das vias aéreas superiores. De acordo com dados da Superintendéncia de
Controle de Endemias no estado de Sdo Paulo, a transmissdo é caracterizada por trés perfis
epidemiolégicos: 1) Silvestre, em que ocorre a transmissdo em areas de vegetacdo primaria
(zoonose de animais silvestres); 2) Ocupacional ou lazer, em que a transmissdo esta associada
a exploracdo desordenada da floresta e derrubada de matas para construcdo de estradas,
extragdo de madeira, desenvolvimento de atividades agropecuérias, ecoturismo

(antropozoonose); e 3) Rural ou periurbana, em areas de colonizacdo ou periurbana, em que
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houve adaptacdo do vetor ao peridomicilio (antropozoonose e/ou zoonose). O aumento do
ciclo periurbano tem ocorrido devido & migracdo da populacdo para areas de mata, a falta de
saneamento basico de algumas regides aliado ao aumento do nimero de ratos, aos materiais
de construcédo e o convivio com animais doentes que podem se comportar como reservatorios
da doenca (BASANO; CAMARGO, 2004). A LT em Sao Paulo tem apresentado importantes
alteragBes em seus niveis de transmissdo, com picos de aumento de casos a cada 15 anos
(dados de Sinan, SVS/MS, 2008) (SUCEN, 2008).

1.3 Agente etioldgico da Leishmaniose e ciclo bioldgico do parasito

Atualmente sdo conhecidas aproximadamente 20 espécies de Leishmania que sdo
capazes de infectar o homem (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Todas as espécies do
género Leishmania sdo parasitas de mamiferos e sdo divididos em dois subgéneros
Leishmania e Viannia, de acordo com a localizacdo no interior do intestino do inseto vetor
durante o seu desenvolvimento. O subgénero Viannia agrupa espécies que inicialmente se
desenvolvem no intestino posterior e mais tarde no intestino anterior do inseto transmissor. Ja
0 subgénero Leishmania agrupa espécies que se desenvolvem exclusivamente nos intestinos
médio e anterior do flebotomineo (LAINSON; SHAW, 1987).

As principais espécies responsaveis pela LT no Novo Mundo sdo: L. (L.)
amazonensis, L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi e L. (V.)
lainsoni. L. (L.) tropica, L. (L.) major e L. (L.) aethiopica sdo as espécies descritas no Velho
Mundo (ASHFORD; BETTINI, 1987; HERWALDT, 1999). Ja a LV pode ser causada por L.
(L.) infantum e L. (L.) donovani. No Brasil, j& foram identificadas sete espécies, sendo seis do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As trés principais espécies sdo: L. (V.)
braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(L.) amazonensis e, mais recentemente, as espécies L. (V.)
lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) lindenberg e L. (V.) shawi foram identificadas em estados das
regibes Norte e Nordeste (BRASIL, 2017; GONTNO; CARVALHO, 2003). L. (L.
amazonensis € a segunda espécie mais prevalente no Brasil (BASANO; CAMARGO, 2004,
BRASIL, 2017).
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Figura 2. Distribuicdo das espécies de Leishmania responsaveis pela transmissdo da LT no
Brasil. Observar que L. (V.) braziliensis (representada por circulo vermelho) é a espécie prevalente no
Brasil, seguido por L. (L.) amazonensis (representada por circulo laranja). Extraido de Manual de
Vigilancia da LT, Brasil, 2017. Secretaria de Vigilancia em Salde, Ministério da Saude (SVS/MS,
2005).

O protozoario Leishmania apresenta ciclo de vida heteroxénico, ou seja, vive
alternando entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores, e 0s insetos vetores transmitem os
parasitos aos hospedeiros vertebrados. A transmissdo dos parasitos aos hospedeiros
vertebrados ocorre durante o repasto sanguineo pela picada de fémeas de insetos da familia
Psychodidae que pertencem a subfamilia Phlebotominae e aos géneros Lutzomya e
Phlebotmus. Uma vez infectadas com parasitos as fémeas dos hospedeiros invertebrados
inoculam formas promastigotas metaciclicas em mamiferos, estas sdo as formas infectantes do
parasito. Nos hospedeiros mamiferos, os parasitos sdo fagocitados por células do sistema
mononuclear fagocitico e assumem a forma amastigota, de morfologia arredondada e imovel,
que se multiplica especialmente nos macréfagos. A medida que as formas amastigotas v&o se
multiplicando, os macrofagos se rompem, liberando parasitos que sdo fagocitados por outros
macrofagos. Ao um novo realizar repasto sanguineo, a fémea do inseto vetor ingere as células

contendo as formas amastigotas, as quais se transformam em formas promastigotas, mantendo
6



FLEURI, A. K. A. Introducédo

o ciclo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; MAURER; DONDJI; VON STEBUT, 2009).
Com o crescimento do parasito no interior de células do sistema fagocitico mononuclear e a
resposta imune estabelecida contra o parasito, formam-se lesbes caracteristicas dessa doenca.

O ciclo de vida de espécie de Leishmania é representado na Figura 3.

Vetor Hospedeiro vertebrado

TS o =
1 ) Flebotomineo realiza repasto
~ sanguineo e regurgita m Pr 5 FoTagotttad
>\ promastigotas na pele A/ por macréfagos
)
|

Intensa
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aproboscida

(3) Promastigotas se transformam
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| Amastigotas se oo
o
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CI
'.... (ry/ .} <4> Amastigotas replicam
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incluindo macréfagos

eo® 0%
\ 09%%
& L’C’\

(6) f0 de células parasi — * . /
\ \-// -y P

.

Figura 3. Ciclo de vida de Leishmania sp. Formas promastigotas sdo inoculadas no hospedeiro
vertebrado pelo inseto vetor e internalizadas em fagécitos. Nestas células, os parasitos assumem a
forma amastigota que se multiplica. Com a replicacdo do parasito, a célula rompe e libera as formas
amastigotas que infectam novas células. Fémeas do inseto vetor infectadas ao realizarem novo repasto
sanguineo ddo continuidade ao ciclo. Extraido e adaptado de BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018.

A metaciclogénese é um processo fundamental para aquisi¢do de viruléncia para
protozoarios do género Leishmania, processo no qual promastigotas prociclicas néo
infectantes se transformam em promastigotas metaciclicas infectantes. Na natureza este
processo ocorre no intestino do inseto vetor. Durante o repasto sanguineo o inseto vetor ingere
macrofagos que contém formas amastigotas de Leishmania, ao alcangarem o intestino essas
formas se transformam em formas promastigotas prociclicas. Estas formas tem a capacidade
de se aderir através da expressdo de gliconjugados que se ligam a lectinas do epitélio do
intestino do vetor para ndo ocorrer sua excrecdo (KAMHAWI et al., 2004; MCCONVILLE et
al., 1992; SACKS, 2001). Depois de aproximadamente seis dias de intensa replicacdo por

7
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fissdo binéaria, as promastigotas prociclicas param de se dividir e iniciam o processo de
metaciclogénese, no qual ocorre alteragdo dos glicoconjugados expressos na superficie celular
do parasito e a perda da adesd@o ao intestino do vetor. As formas promastigotas metaciclicas
ndo sdo replicantes e migram até a probdscide do flebotomineo e séo inoculadas junto com
sua saliva durante um novo repasto sanguineo (KILLICK-KENDRICK; MOLYNEUX;
ASHFORD, 1974; SACKS; KAMHAWI, 2001). A cultura axénica de promastigotas € capaz
de mimetizar a metaciclogénese que ocorre no flebotomineo (SACKS; PERKINS, 1984). O
processo de metaciclogénese em culturas axénicas é ativado por condi¢es de baixo pH
(~5,5), falta de nutrientes, condi¢des anaerdbias e alta densidade celular (BATES; TETLEY,
1993; CUNNINGHAM et al., 2001; MENDEZ et al., 1999; SACKS; PERKINS, 1984).
Promastigotas prociclicas de cultura, que sdo as promastigotas em fase logaritmica de
crescimento, ndo sdo infectantes assim como as encontradas no intestino do inseto vetor. Ja as
promastigotas metaciclicas de cultura, que sdo promastigotas em fase estacionaria de
crescimento, sdo altamente infectantes assim como as encontradas na probdscide do
flebotomineo. Além disso, na cultura axénica é possivel observar alteracdes morfologicas em
promastigotas, as formas promastigotas prociclicas sao menores, com corpo ovoide e flagelo
curto. Por outro lado, as formas promastigotas metaciclicas sdo maiores, com corpo alongado
e flagelo longo (SACKS; PERKINS, 1984). Outro fato interessante é que promastigotas
metaciclicas apresentam expressdo de glicoconjugados que sdo essenciais para 0
estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado (LIU et al., 2009; MAHONEY et al.,
1999; TURCO; SACKS, 1991). Os glicoconjugados expressos na superficie de Leishmania

sdo descritos no topico “Glicoconjugados expressos na superficie celular de Leishmania sp.”

1.4 Manifestacgdes clinicas das Leishmanioses

As Leishmanioses podem ser divididas em dois tipos, de acordo com 0s 6rgédos
que sdo acometidos: LT (LT americana, no Novo Mundo e LT do Velho Mundo), que
acomete a pele e mucosas; e a LV, que acomete as visceras, principalmente baco, figado e
medula Ossea. A progressdo da doenca depende de alguns fatores como a espécie de
Leishmania envolvida e a interagdo entre parasito e seu hospedeiro. Ainda, a LT pode
apresentar as seguintes manifestacGes clinicas: Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL),
Leishmaniose Cutanea Disseminada (LCD), Leishmaniose Cutanea Difusa (LCDf),
Leishmaniose Cutaneomucosa (LCM) e Leishmaniose Mucosa (LM) (GONTHNO;
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CARVALHO, 2003). Nosso modelo de infeccdo experimental € um modelo murino de LT,
portanto o foco deste trabalho sdo as manifestacdes tegumentares dessa doenca.

A forma tegumentar dessa parasitose ndo apresenta risco de vida, mas a evolucéo
da doenca pode levar a problemas com reflexos psicologicos e sociais devido as lesdes que
podem ser desfigurantes (BENNIS et al., 2018; YANIK et al., 2004). As lesdes em formato de
papula comecam a se desenvolver ap6s algumas semanas a meses apOs a picada do
flebotomineo. A lesdo pode ser Unica, devido a uma Unica picada, ou multiplas lesoes,
indicando mudltiplas picadas pelo inseto vetor ou propagacdo pelo sistema linfatico
(THOMAIDOU et al., 2015). E importante destacar que a lesdo inicial € dificil de ser
diagnosticada e muitas vezes pode ser confundida com um furunculo, infec¢do fungica por
Paracoccidiodes brasiliensis, histoplasmose cutanea, esporotricose, cromoblastomicose,
neoplasia cuténea, infec¢do bacteriana nao curada. Por isso, um diagndstico diferencial inicial
é fundamental para correto progndstico e tratamento (DAVID; CRAFT, 2009).

As manifestacfes clinicas da LT sdo dependentes, principalmente, da resposta
imunoldgica do hospedeiro e espécie de Leishmania envolvida. No Brasil, as espécies que sdo
responsaveis por um maior ndmero casos sdo L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis, e
essas espécies tém despertado bastante interesse na compreensdo entre polimorfismos
genéticos e manifestacGes clinicas devido a espécie de Leishmania envolvida (QUARESMA
et al., 2018; SILVEIRA et al., 2009; SOUZA CASTRO et al., 2018). L. (L.) amazonensis é
uma espécie que pode causar diversas manifestagdes clinicas incluindo a forma cutéanea
localizada (LCL), cutanea disseminada (LCD) e a manifestacdo clinica mais grave das
manifestacdes tegumentares da leishmaniose que é a forma cutdnaea difusa (LCDf)
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). Recentemente, foi descrito um caso de LV
canina causada por L. (L.) amazonensis (VALDIVIA et al., 2017).

A forma cutanea localizada (LCL) é a manifestacdo clinica mais frequente. As
lesBes, Unica lesdo ou em pequeno ndmero (Leishmaniose cutéanea disseminada - LCD), sdo
localizadas exclusivamente na pele e tendem a cicatrizacdo espontanea. Nesta forma clinica a
imunidade celular esta preservada, com predominéncia de citocinas do tipo Thl (SILVEIRA
et al., 2009). Por isso, na LCL observamos tendéncia a cura espontanea e boa resposta ao
tratamento. Considera-se que algumas pessoas possam se infectar sem desenvolver a doenca,
pois em areas endémicas podem ser encontrados individuos positivos ao teste de Montenegro

(reacdo de hipersensibilidade do tipo tardio), mas sem historia de LT e sem cicatrizes



FLEURI, A. K. A. Introducédo

compativeis com a doenga. A LCL pode ser causada por todas as espécies dermotropicas de
Leishmania (BRASIL, 2017).

Em alguns pacientes sem causas conhecidas de imunodeficiéncia, a LC pode
evoluir para uma resposta celular anérgica para antigenos de Leishmania, ou seja, completa
auséncia de resposta imunologica celular. Esta manifestacdo clinica é conhecida como
leishmaniose cutanea difusa (LCDf), uma manifestacdo rara dessa parasitose (SILVEIRA et
al., 2009). A anergia celular estd associada a acentuada proliferacdo dos parasitos e a
disseminacéo da infeccdo. No Brasil, € associada exclusivamente a infec¢do causada por L.
(L.) amazonensis. Ha evidéncias de que L. (L.) amazonensis tem uma capacidade particular de
interferir negativamente em varios mecanismos imunoldgicos necessarios para a ativacao de
mecanismos microbicidas (CAMPOS et al., 2018; GALUPPO et al., 2018; SILVEIRA et al.,
2009). Algumas caracteristicas particulares tém sido atribuidas as diferentes espécies de
Leishmania. J& foi observado que as lesdes causadas por L. (L.) amazonensis tém bordas
infiltradas. A andlise histologica mostrou que estas lesGes apresentam um denso infiltrado
dérmico de macrofagos vacuolados contendo abundantes parasitos (BRASIL, 2017).

Na Leishmaniose mucosa (LM), o agente etiolégico principal é a L. (V.)
braziliensis e espécies do subgénero Viannia. Esta manifestacdo clinica é caracterizada
imunologicamente pelo exacerbamento das respostas celulares, com alta producdo de IFN-y ¢
TNF-a, e pela escassez de parasitos no local da lesdo. Na LM, esta resposta imunolégica
exacerbada esta associada a uma baixa producdo de IL-10, uma citocina capaz de modular a
resposta imunoldgica (SILVEIRA et al., 2009).

Um ponto importante é que a cura da Leishmaniose ndo é estéril, € indicado o uso
do termo médico cura clinica apds o sucesso no tratamento. Ha relatos de isolamento parasitos
viaveis de cicatrizes de LT em individuos curados ha anos (MARTINEZ-VALENCIA et al.,
2017; MENDONCA et al., 2004). Este fendmeno poderia explicar o aparecimento de
recidivas tardias (DARCIS et al., 2017), como também o surgimento da doenca em pacientes
imunocomprometidos, como no caso da co-infecgdo por virus HIV (OKWOR; UZONNA,
2013).

1.5  Glicoconjugados expressos na superficie celular de Leishmania sp.

O termo glicoconjugado se refere a qualquer molécula que possua algum motivo

de carboidrato ligado covalentemente a outra classe de moléculas como lipideos ou proteinas.
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Os glicoconjugados expressos na superficie de Leishmania apresentam importancia critica
para o desenvolvimento de formas promastigotas no intestino do vetor, e estabelecimento da
infeccdo no hospedeiro vertebrado. Dessa forma, estes glicoconjugados permitem que formas
promastigotas se liguem ao intestino e ndo sejam degradadas por enzimas digestivas do vetor,
0 escape do sistema complemento na corrente sanguinea do hospedeiro e a sobrevivéncia em
ambientes hostis, como o ambiente intracelular de macrofagos, e evasdo da lise
fagolisossdmica dentro de células fagociticas no hospedeiro (DESCOTEAUX; TURCO,
1999; SACKS; KAMHAWI, 2001; TURCO; DESCOTEAUX, 1992; VOLF et al., 2014).
Estas moléculas também atuam como padrdes moleculares associados a patdégenos (PAMPSs,
do inglés pathogen-associated molecular pattern) (TAKEDA,; KAISHO; AKIRA, 2003).

A membrana de Leishmania apresenta um glicocélice formado por glicoproteinas
ancoradas por glicosilfosfatidilinositol (GPI) que medeiam interacfes entre parasito e
hospedeiro. Os principais glicoconjugados expressos na superficie de Leishmania (Figura 4)
sdo lipofosfoglicana (LPG), glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), fosfoglicana extracelular
(PG), metaloprotease de 63 kDa (gp63), fosfatase acida secretada (SAP) e proteofosfoglicanas
(PPG) (TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Todas as espécies de Leishmania expressam em sua

superficie estes glicoconjugados. Neste trabalho daremos énfase ao glicoconjugado LPG.
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Figura 4. Representacdo dos principais glicoconjugados presentes na superficie celular
promastigotas de espécies de Leishmania. O dominio de hexassacarideos é comum aos
glicoconjugados acorados a membrana. Notar que alguns glicoconjugados estdo ancorados nha
membrana através da ancora lipidica de GPI. Nos proteofosfoglicanos (sPPG) e nas fosfatases acidas
(SAP) as unidades repetitivas estdo ligadas ao polipeptideo através de Man-PO,-serina. LPG:
lipofosfoglicana. GIPLs: glicoinositolfosfolipideos. PPG: proteofosfoglicana. Gp63: metaloprotease de
63 kDa. sAP: fosfatase &cida secretada. sPPG: proteofosfoglicana secretada. Extraido e adaptado de
SACKS e KANHAWI, 2001.

Os glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) sdo os glicolipideos majoritarios da
superficie celular de Leishmania e ndo estdo ligados a proteinas e nem fosfoglicanas. Séo
expressos tanto por formas promastigotas quanto por formas amastigotas do parasito. Sua
estrutura basica preservada € composta por glicanas Galn(al,3)Many(al,3)Many(al,4)GIcN,
ligadas a porg¢do lipidica por um fosfoinositol (Pl) (MCCONVILLE et al., 1990). Estes
glicolipideos apresentam polimorfismos entre espécies de Leishmania. Enquanto que alguns
dos GIPLs sdo expressos em alto nimero de cdpias na superficie celular, a maioria dos GIPLs
tem uma localizacdo predominantemente intracelular. Esses GIPLs localizados
intracelularmente participam como precursores biossintéticos do LPG (MCCONVILLE;
BACIC, 1990).

Outro glicoconjugado que apresenta interagdo entre as células do hospedeiro e
parasito € a metaloprotease gp63, sendo expressa tanto por formas promastigotas quanto por
formas amastigotas. Em relacdo a sua localizacdo celular, uma pequena parte é expressa
intracelularmente no reticulo endoplasmaético, e a maioria dessa proteina é expressa na
superficie celular do parasito, outra parte é liberada na forma secretada ou clivada de
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membrana (ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012). E considerada uma proteina de viruléncia do
parasito, alterando mecanismos de sinalizagdo celular na célula hospedeira. E responsavel por
aumentar a resisténcia de Leishmania ao peptideo antimicrobiano do hospedeiro,
sobrevivéncia do parasito dentro do fagossomo de macréfagos e resisténcia a lise mediada
pelo sistema complemento (CHAUDHURI et al., 1989; CHAUDHURI; CHANG, 1988;
MCGWIRE et al., 2002). Pouco é conhecido sobre a fosfatase acida (SAP), sendo considerada
também como fator de viruléncia. Ja foi sugerido seu papel no bloqueio da producdo de
radicais livres de oxigénio por neutrofilos (OLIVIER et al., 2012; REMALEY et al., 1985,
1984).

O LPG é o glicoconjugado expresso na superficie de Leishmania mais estudado
dentre eles. O LPG é um dos glicolipideos expressos em abundancia na superficie celular de
formas promastigotas, enquanto que no estagio de amastigota o LPG sofre regulacdo negativa.
Além disso, o LPG sintetizado por formas amastigotas apresenta diferencas do sintetizado por
formas promastigotas (GLASER et al., 1991; MOODY et al., 1993; TURCO; SACKS, 1991).
O LPG de todas as espécies de Leishmania é organizado em quatro dominios, conforme
representado na Figura 4. Esses dominios sdo uma ancora lipidica conservada composta por
1-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol, essa ancora lipidica € ligada a um dominio conservado de
hexassacarideo (“glycan core”) composto por Gal(al,6)Gal(al,3)Gal«(p1,3)[Glcal-
PO4]Man(al,3)Man(a1,4)-GIcN, uma regido de unidades repetitivas de dissacarideos
fosfatados Gal(B1,4)Man(al,3)-PO,4, € um pequeno oligossacarideo terminal (DE ASSIS et
al., 2012; DESCOTEAUX; TURCO, 1999; TURCO; DESCOTEAUX, 1992).

A ancora lipidica em todas as espécies de Leishmania apresenta a mesma
estrutura. Entretanto, a estrutura das unidades repetitivas de Gal-Man-PO, do LPG é
conservada, mas pode sofrer adicdo de acUcares em suas cadeias laterais. Também ha
pequenas alteracdes na estrutura do oligossacarideo terminal. Essas alteracdes sao
responsaveis pelo polimorfismo do LPG entre as diferentes espécies e cepas de Leishmania
(COELHO-FINAMORE et al., 2011; DE ASSIS et al.,, 2012; MAHONEY et al., 1999;
MCCONVILLE et al., 1992; NOGUEIRA et al., 2016; SOARES et al., 2004; TURCO;
DESCOTEAUX, 1992). Esse polimorfismo é devido a variagcbes na quantidade e tipo de
glicosilagdes que as unidades repetitivas de dissacarideos do LPG podem sofrer. A principal
alteracdo intraespécie ocorre durante o processo de metaciclogenénese, em que as unidades
repetitivas dobram em tamanho e sofrem adicdo de acUcares na cadeia lateral das unidades
repetitivas de dissacarideos fosfatados (MCCONVILLE et al., 1992; SACKS; BRODIN;
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TURCO, 1990; TURCO; SACKS, 1991). Assim, formas promastigotas prociclicas de L. (L.)
major apresentam a cadeia lateral das unidades repetitivas de dissacarideos com adi¢éo de
galactose, enquanto que formas promastigotas metaciclicas apresentam adicdo de residuos de
arabinose (MCCONVILLE et al., 1992). Essa alteracdo no LPG é fundamental para adesdo ao
intestino do vetor e estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado. Outras alteragdes
estagio especificas nessa estrutura de diferentes espécies de Leishmania ja foram descritas
(SACKS, 2001). No nosso trabalho utilizamos o LPG purificado de formas promastigotas em
fase estacionaria de crescimento (que contém formas promastigotas prociclicas e
promastigotas metaciclicas) de L. (L.) amazonensis cepa PH8. O LPG desta cepa de
Leishmania apresenta em sua estrutura unidades repetitivas de dissacarideos
Gal(B1,4)Man(al)-PO, e cadeias laterais ricas em B-glicose (NOGUEIRA et al., 2016, 2017).
A estrutura deste LPG esta representada na Figura 5. L. (L.) amazonensis cepa PH8 é uma

cepa de referéncia da OMS e foi isolada do inseto vetor, conforme descrito no item Materiais

e Métodos.
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Figura 5. Representacdo esquematica do LPG de L. (L.) amazonensis cepa PH8. As unidades
repetitivas contém o dissacarideo fosfatado Gal(B1,4)Man(al)-PO, como estrutura principal. O LPG
desta cepa contém substitui¢des nas cadeias laterais de um ou dois residuos de B-glicose. Os locais
precisos das cadeias laterais de acucar nos dominios das unidades repetitivas ndao sao conhecidos. Cap:
oligossacarideo terminal. GPI anchor: ancora lipidica GPI. Core: hexassacarideo conservado. Glc: -
glicose. Gal: galactose. Man: manose. PO,: fosfato. Extraido de Nogueira et al., 2017.

1.6 Eventos iniciais para o estabelecimento da infecgdo por Leishmania e resposta

imunoldgica na Leishmaniose

Como descrito nos tdpicos anteriores, as promastigotas sdo rapidamente

internalizadas em células do sistema fagocitico, especialmente macréfagos. Para se preservar
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dentro do ambiente hostil que o macrdfago oferece, a Leishmania desenvolveu diversas
estratégias para promover o escape aos mecanismos leishmanicidas do macréfago e
desenvolvimento de uma resposta imunologica eficaz. Apds a transmissdo de formas
promastigotas metaciclicas para o hospedeiro vertebrado, sdo recrutados macrofagos e
neutrdfilos para o sitio de infeccdo (PETERS et al., 2008). Nao ocorre a diferenciacdo de
promastigotas em amastigotas em neutrofilos infectados, foi observado que apds a apoptose
dessas células ocorre a infeccdo em macréfagos (MOLLINEDO et al., 2010). Estudos
demonstram que promastigotas metaciclicas de L. (L.) donovani sdo fagocitadas por
macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongo apds 10 a 20 minutos apos infeccdo
(FORESTIER et al., 2011). Dessa forma, € possivel notar que os macrofagos sdo essenciais
para o0 estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado. A interacdo inicial entre
parasito e macrofago ocorre através do flagelo da Leishmania, que ativa liberacdo de
sinalizadores celulares e subsequente modulacéo da atividade fagocitaria do macrofago para
sobrevivéncia do parasito (FORESTIER et al.,, 2011; ROTUREAU et al.,, 2009). A
internalizacdo de formas promastigotas metaciclicas € dependente dos microdominios de
colesterol da membrana dos macrofagos, enquanto que a fagocitose de amastigotas é
independente desses microdominios (PUCADYIL et al., 2004; RODRIGUEZ et al., 2011).

A diferenciacdo de promastigotas para amastigotas é ativada no vacuolo
parasitoforo por aumento de temperatura e diminuicdo de pH. Além disso, para L. (L.)
amazonensis a absorcdo de ferro e subsequente geracdo de perdxido de hidrogénio tem
demonstrado ser um sinal de ativacdo da diferenciacdo de promastigotas para amastigotas
(MITTRA et al., 2013; MITTRA; ANDREWS, 2013). A replicacdo e sobrevivéncia de
amastigotas no vacuolo parasitéforo depende da interacdo entre essa vesicula e o reticulo
endoplasmatico da célula hospedeira, atuando como fonte de nutrientes para o parasito
(CANTON et al., 2012; NDJAMEN et al., 2010).

Macréfagos em estado de repouso atuam na homeostase do organismo por
promover a limpeza de células mortas e detritos, enquanto que macréfagos ativados atuam na
resposta imunolégica inata. Os macrofagos sdo células do sistema imunoldgico e participam
ativamente na reposta imunoldgica inata contra Leishmania. Um dos principais meios para
eliminacdo de patogenos intracelulares € a producéo de radicais livres de oxigénio (ROS) e
intermediarios reativos de nitrogénio (RNI) (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).
Estudos recentes demonstraram que na infeccéo por L. (L.) amazonensis o 6xido nitrico (NO)

é produzido em macrdfagos derivados de medula dssea apos ativagdo do inflamassoma de
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NLRP3, com consequente controle da infeccdo (LIMA-JUNIOR et al., 2013). Além disso,
macrofagos classicamente ativados utilizam arginina para producdo de NO, este aminoacido €
esgotado para que corra a producdo desse mediador microbicida, assim essa privacdo
nutricional poderia contribuir para a restricdo da multiplicacéo celular de Leishmania nesses
macrdfagos. Enquanto que, macrofagos alternativamente ativados apresentam aumento da
disponibilidade de ornitina e uréia para biossintese de poliaminas, o que pode contribuir para
0 crescimento do parasito no interior destes macrofagos (NADERER; MCCONVILLE, 2008).
Ainda, os macrdfagos sdo ativados por IFN-y, uma citocina produzida por linfécitos Thl, e
utilizam mecanismos microbicidas para promover a morte de Leishmania. J& a ativacdo
alternativa de macrofagos ocorre pela sintese de I1L-4, produzida por linfécitos Th2, ocorrendo
inibicdo da inflamacdo por aumento de IL-4 e IL-10, com consequente aumento do
parasitismo celular e progressdo da doenca (LIU et al., 2009; SACKS; NOBEN-TRAUTH,
2002).

Leishmania dispde de varios mecanismos de evasdo da resposta imunoldgica do
hospedeiro, o parasito consegue manipular de forma seletiva a producdo de citocinas para
promover a sua sobrevivéncia. A infeccdo por L. (L.) amazonensis em macrofagos isolados de
lavado peritoneal de camundongos, previamente ativados por LPS, causou a supressao de IL-
12, IL-17 e IL-6, sendo essas citocinas importantes para estabelecimento de uma resposta
inflamatoria eficaz para controle da infeccdo. Ja as citocinas que apresentam papel regulador,
IL-10, IL-la, TNF-a e quimiocinas MIP-1 e MCP-1 estavam aumentadas (LAPARA,
KELLY, 2010). Outros trabalhos demostraram que apds a infeccdo por Leishmania ocorre
reducdo de IL-12, NO, TNF-a, maturagdo fagolisossomal e reducdo da apresenta¢do de
antigenos por MHC-11 (LIU et al., 2009; OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005). J& foi
descrito que L. (L.) donovani interfere na via de sinaliza¢do da Janus quinase - transdutor de
sinal e ativacdo (JAK-STAT), inibindo a consequente ativacdo de macrdéfagos (MATTE;
DESCOTEAUX, 2010). L. (L.) major e L. (L.) amazonensis induzem autofagia em
macréfagos (CYRINO et al., 2012; FRANCO et al., 2017), que tem associacdo com provisao
de nutrientes para o parasito. No caso da infeccdo experimental por L. (L.) major que induz
autofagia através de receptores endossomais do tipo Toll (TLR, do inglés Toll like receptors)
seria um mecanismo leishmanicida utilizado pelos macréfagos (FRANCO et al., 2017). Além
de ja ter sido descrito que L. (L.) donovani induz inibicdo da apresentacdo de antigenos por
macrofagos (MEIER; SVENSSON; KAYE, 2003).
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Leishmania também apresenta glicoconjugados em sua superficie que auxiliam o
estabelecimento da infeccdo no macréfago. O LPG auxilia no estabelecimento inicial da
infeccdo com a protecdo de formas promastigotas de Leishmania contra a lise mediada pelo
complemento, adesdo e auxilio na entrada em macréfagos e modulacdo da expressédo da 6xido
nitrico sintetase (BRITTINGHAM; MOSSER, 1996; PROUDFOOT et al., 1996; SPATH et
al., 2003). Muitos trabalhos demonstraram fungdes do LPG de L. (L.) major, uma espécie
responsavel pela LT no Velho Mundo. Entretanto, pouco se conhece sobre as fun¢des do LPG
de L. (L.) amazonensis na interacdo com o macréfago. Ja foi descrito que o LPG de L. (L.)
amazonensis ativa armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs, do inglés neutrophil
extracelular traps), inducdo de proteina quinase R (PKR), ativacdo e morte do parasito via
leucotrieno B4 (LTB4), L. (L.) amazonensis libera vesiculas extracelulares que contém LPG e
aumentam a producéo de IL-6 e IL-10 por macréfagos, ativacdo de caspase-11 e ativacao do
inflamassoma de NLRP3 por via ndo canonica (BARBOSA et al., 2018; DE CARVALHO et
al., 2019; DE CARVALHO VIVARINI et al.,, 2011; GUIMARAES-COSTA et al., 2009;
TAVARES et al., 2014).

Os trabalhos visando compreender a interacdo Leishmania e macréfago tentam
compreender a complexa relagdo entre parasito e hospedeiro, com consequente
estabelecimento da infeccédo e respostas imunoldgicas que promoverdo o controle da infeccdo

ou uma doenga em progressao.

1.8  Infeccdo experimental por Leishmania: modelo murino de infeccéo

A infeccdo por L. (L.) amazonensis ou L. (L.) major em camundongos s&o
modelos de LT amplamente utilizados para mimetizar a infeccdo humana. A resisténcia na LT
causada por L. (L.) major é criticamente dependente do desenvolvimento de uma resposta
imunoldgica do tipo Thl. Sabe-se que qualquer falha na inducdo de uma eficiente resposta
Th1 resulta em doenca progressiva. Os modelos murinos de LT causada por L. (L.) major
indicam papeis distintos da produgdo de IL-4 no desenvolvimento de suscetibilidade, e da
producdo de IFN-y dependente de IL-12 na resisténcia a doenca (SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002). As respostas de resisténcia e suscetibilidade no modelo de infeccéo
experimental por L. (L.) major estdo bem estabelecidas, entretanto na infecgéo por L. (L.)
amazonensis ainda ha lacunas (AFONSO; SCOTT, 1993; DE SOUZA et al., 2000;
GUIMARAES et al., 2006; SOONG et al., 1997). Contudo, apés a infec¢do com L. (L.)
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amazonensis, na maioria das linhagens de camundongos, ocorre progressdo da doenga sem a
evidente expansdo de células Th2 produtoras de IL-4 (ALEXANDER; BROMBACHER,
2012; SOONG et al., 1997; VANLOUBBEECK et al., 2004). Estes dados, em conjunto,
indicam que n&o apenas o fenétipo de células T CD4" é fundamental como indicativo de
protecdo da doenca causada por L. (L) amazonensis.

A resposta protetora contra Leishmania sp. € mediada por células do sistema
imunologico. Resumidamente, na resposta protetora contra Leishmania, antigenos de do
parasito sdo reconhecidos pelas células apresentadoras de antigeno (APCs) que secretam IL-
12, citocina responsavel para a diferenciacdo de células T do perfil ThO para um perfil Thl.
Esta resposta de perfil Thl é fundamental para a resisténcia contra Leishmania sp., uma vez
que estas células produzem grande quantidade de IFN-y e TNF-a que ativam os macrofagos
infectados a destruirem o parasito através da producdo de NO (HEINZEL et al., 1993;
SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SYPEK et al., 1993). J& na resposta de suscetibilidade,
também mediada por células, ocorre alta producédo de IL-4, IL-10 e TGF-p. Entretanto, ainda
ndo estd bem estabelecido como é desencadeado este processo. Sabe-se ainda que o
desenvolvimento de uma resposta Th2 leva ao desenvolvimento de graves lesbes em
camundongos infectados com L. (L.) major (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SCOTT,
1989). O modelo de resisténcia e suscetibilidade na Leishmaniose experimental tem sido
desafiado, revelando que h& complexidade na regulacdo de citocinas para aquisicdo de
mecanismos de resisténcia imunologica e evasao das respostas imunolégicas (HIMMELRICH
et al.,, 2000; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). A citocina IL-10, apesar de ndo ser
mediadora dominante na susceptibilidade de BALB/c na infecgéo por L. (L.) mexicana ou L.
(L.) amazonensis, tem papel importante na regulagdo do desenvolvimento de uma resposta
Th1l protetora e, se neutralizada junto com a IL-4, leva a resolucdo efetiva da doenca
(PADIGEL; ALEXANDER; FARRELL, 2003).

No caso da infeccdo experimental por L. (L.) major varios estudos demonstram
que algumas linhagens de camundongos sdo suscetiveis a infeccdo, enquanto outros sao
naturalmente resistentes. Este fato demonstra que fatores genéticos do hospedeiro séo
responsaveis pela progressdo da doenca. Portanto, o fundo genético (background) do
camundongo é um ponto importante ao se analisar a infecgdo murina por Leishmania sp.
Alguns trabalhos publicados demonstram que camundongos da linhagem BALB/c séo
naturalmente suscetiveis a infeccdo por Leishmania sp., enquanto que camundongos da
linhagem C57BL/6 sdo resistentes a infeccdo (HANDMAN; CEREDIG; MITCHELL, 1979;
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SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Devido as diferencas de polarizacbes de resposta
imunolégica entre as diferentes linhagens de camundongos vérios trabalhos foram
desenvolvidos para mapear genes de resisténcia e/ou suscetibilidade na infeccdo murina por
Leishmania sp (BARTON; WHITEHEAD; BLACKWELL, 1995; BEEBE et al., 1997
LIPOLDOVA et al., 2000; MOCK et al., 1993; ROBERTS et al., 1997). O gene murino
NRAMP1 (natural resistance associated macrophage protein 1) tem sido descrito como
determinante no desenvolvimento de LV (BARTON; WHITEHEAD; BLACKWELL, 1995).
A proteina codificada por este gene esta localizada na membrana do fagolisossoma e tem
envolvimento no transporte transmembrana de cétions bivalentes (FORBES; GROS; DC,
2003). Camundongos da linhagem BALB/c sdo mutantes para este gene, sendo este um dos
fatores responsaveis por sua maior suscetibilidade a infec¢do por Leishmania sp (BARTON;
WHITEHEAD; BLACKWELL, 1995).

Camundongos C57BL/6 sdo capazes de controlar a infecgdo por L. (L.) major
através do desenvolvimento de uma resposta imune Thl. Este fendtipo resistente é sustentado
pela presenca de IL-12 e expressdo de seu receptor IL-12RpB. Além da ativagdo do fator de
transcricdo T-bet (HONDOWICZ et al., 2000; JONES et al., 1998; PARK; HONDOWICZ;
SCOTT, 2000; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). A leséo cutanea provocada pela infec¢ao
por L. (L.) major € resolvida e apresenta baixa carga parasitaria (REINER; LOCKSLEY,
1995; SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002). Em contraste, camundongos C57BL/6 quando
infectados com L. (L.) amazonensis ocorre o desenvolvimento de lesdes cutaneas crénicas
contendo grande quantidade de parasitos. Este fenotipo esta associado a baixos niveis tanto de
IFN-y e IL-4 no linfonodo drenante (SOONG et al., 1997; VANLOUBBEECK et al., 2004).
Sugerindo que uma populacdo de células de memdria antigeno especificas ou células efetoras
podem ndo se desenvolver e persistir apos a infeccdo por este parasito.

Dessa forma, a escolha da linhagem que sera utilizada para infec¢do experimental
por Leishmania sp. apresenta importancia critica para a progressdo da doenca. Ainda, para a
resolucdo da infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis é fundamental um balango entre

citocinas pré-inflamatdrias e citocinas anti-inflamatorias.

1.9 As Galectinas

As Galectinas sdo proteinas do tipo lectinas, também conhecidas como proteinas

ligadoras de glicanas, que se ligam a carboidratos de modo reversivel e especifico (do inglés,
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glycan-binding proteins - GBP). A atividade de reconhecimento de B-galactosideos das
galectinas é associada a uma regido polipeptidica destas proteinas, conhecida como dominio
de reconhecimento de carboidrato (do inglés, carbohydrate recognition domain - CRD). As
galectinas reconhecem [-galactosideos que contém preferencialmente seqiéncias de N-
acetillactosaminas (LacNac), sendo os residuos terminais -galactose e o tamanho da cadeia
de polilactosamina requerimentos criticos para a capacidade de reconhecimento de
carboidratos dessas lectinas (CUMMINGS; LIU; VASTA, 2017; STOWELL et al., 2004).

Até o momento, a familia das galectinas apresenta 15 membros que sao
classificadas de acordo com a estrutura dos seus CRDs: 1) Prototipica, sdo aquelas que
apresentam um nico CRD e podem existir como monémero ou homodimeros ndo covalentes.
Sédo integrantes deste grupo Gal-1 (Gal-1), Gal-2, Gal-5, Gal-7, Gal-10, Gal-11, Gal-13, Gal-
14 e Gal-15; 2) Quimera, sdo aquelas que apresentam um CRD e um dominio amino-terminal
rico em residuos de prolina, glicina e tirosina, o qual é sensivel a metaloproteinases e
contribui para a oligomerizacdo dessas lectinas. A Unica galectina deste tipo é a Gal-3; 3)
Repeticdo em tandem, sdo aquelas compostas por polipeptideos unicos compostos por dois
CRDs distintos conectados por um peptideo ligador de 5 a 50 residuos de aminoacidos. Sao
integrantes deste grupo Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9 e Gal-12 (CUMMINGS; LIU; VASTA,
2017; NIO-KOBAYASHI, 2017; RABINOVICH; TOSCANO, 2009). A Figura 6 ilustra a
classificacdo das Galectinas de acordo com a estrutura dos seus CRDs. Embora as Galectinas
reconhecam [-galactosideos, a afinidade de ligacdo de cada subtipo de Galectina difere
dependendo da estrutura do glicoconjugado; ou seja, se € uma glicoproteina ou um
glicolipideo, N-glicano ou O-glicano, ligacGes na galactose do tipo 1(p1,3) ou do tipo 2
(B1,4), e de acordo com o numero de ramificagbes em N-glicanas. Além disso, outras
modificagdes como sialilacdo, fucosilacdo e sulfatacdo de residuos de galactose também
podem afetar a afinidade de ligacdo das galectinas (NIO-KOBAYASHI, 2017,
RABINOVICH; TOSCANO, 2009).
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Prototipica Quimera Repeticao em tandem
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Figura 6. Representacdo esquematica da classificacdo das galectinas. Galectinas sdo
proteinas ligadoras de B-galactosideos e séo classificadas em trés grupos distintos de acordo com a sua
estrutura quaternéria: prototipica, quimérica e repeticdo em tandem. Prototipica: Gal-1, Gal-2, Gal-7,
Gal-10, Gal-13 e Gal-14. Quimérica: Gal-3. Repeticdo em tandem: Gal-4, Gal-8, Gal-9 e Gal-12.
Extraido e adaptado de Arthur et al., 2015.

As galectinas participam de diversos processos biologicos e/ou patologicos e
podem ser expressas por varios organismos como animais, plantas, fungos, bactérias e virus
(KILPATRICK, 2002; SHARON; LIS, 2004). S&o expressas por uma grande variedade de
tipos celulares e podem participar de interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular e
modular func@es celulares (CAMBY, 2006). De modo interessante, no espaco extracelular, a
interacdo dessas galectinas com glicanas das superficies de células do sistema imunoldgico
pode promover a modulacéo da producéo de citocinas e mediadores, adeséo celular, apoptose,
guimiotaxia e endocitose. J& num ambiente intracelular, as galectinas podem participar de vias
de sinalizacdo e modular algumas respostas biolégicas, como apoptose, diferenciacdo e
migracdo celulares. Assim, essas proteinas podem desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da resposta inflamatoria, doencas autoimunes, aterosclerose, processos
infecciosos e cancer (BURLINA et al., 2019; CHEN et al., 2019b; HUANG et al., 2019; LIU;
RABINOVICH, 2005; RABINOVICH; LIU, 2010). Na literatura, varios achados reportam o
potencial uso terapéutico de galectinas recombinantes, ou inibidores especificos dessas
proteinas, para diferentes tipos de doencas.

A Gal-1 (Gal-1) é uma proteina com peso molecular aparente de 14,9 kDa que

reconhece [-galactosideos de modo especifico. Foi a primeira galectina a ser descoberta e
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descrita. Gal-1 é codificada pelo gene LGALS1, que esta localizado no cromossomo 22g12. O
transcrito deste gene tem 0,6 kb é resultado do splicing de quatro exons, resultando em uma
proteina de 135 aminoacidos (CAMBY, 2006). E uma galectina do tipo prototipica, isso
significa que apresenta um unico CRD e pode se encontrar como mondmero ou homodimero
(CUMMINGS; LIU; VASTA, 2017) Pode ser secretada por tecido adiposo (RHODES et al.,
2013), células estromais no timo, linfonodos, células endoteliais (PERILLO et al., 1995) e
células da placenta (THAN et al., 2008). Essa lectina esta presente tanto no meio extracelular
como no meio intracelular, é expressa diferentemente por diversos tecidos, tanto normais
como patoldgicos, e participa de varios processos biologicos, como controle da adesdo
celular, sinalizagdo celular, proliferagédo e ciclos celulares, apoptose, génese de tumores,
fagocitose, processos alérgicos, interacdes patdgeno-hospedeiro, imunorregulacéo,
diferenciacdo hematopoiética, embriogénese e ciclo menstrual (CAMBY, 2006; DIAS-
BARUFFI et al., 2003; LEFFLER et al., 2002; LIU; RABINOVICH, 2005; PERILLO et al.,
1995; RABINOVICH; ILARREGUI, 2009).

A Gal-4 (Gal-4) é uma galectina com peso molecular aparente de 36 kDa do tipo
repeticdo em tandem, isto significa que apresenta dois CRDs distintos: CRD1 (N-terminal) e
CRD2 (C-terminal). Cada um destes CRDs apresentam aproximadamente 150 residuos de
aminoacidos, com 40% de identidade, ligados por um peptideo ligador (JIANG et al., 1999;
ODA et al., 1993; RUSTIGUEL et al., 2016). A regido do peptideo ligador contém 30
residuos de aminoacidos ricos em prolina e glicina, este peptideo é sensivel a degradacdo por
proteases teciduais (RUSTIGUEL et al., 2015). Gal-4 é codificada pelo gene LGASL4
localizado no cromossomo 19 13.1-13-3. O transcrito tem 1 kb e é resultado do splicing de
nove exons (BARONDES et al., 1994; CAO; GUO, 2016; GITT et al., 1998). Assim como
todas as galectinas, Gal-4 ndo apresenta peptideo sinal para transporte via reticulo
endoplasmatico, sendo secretada para 0 meio extracelular por via néo classica (CAO; GUO,
2016). Dessa forma, Gal-4 pode ser encontrada tanto intracelularmente quanto
extracelularmente, na superficie celular e na circulacdo (HUFLEJT; LEFFLER, 2003). Assim
como descrito para Gal-1, a Gal-4 é expressa diferentemente por diversos tecidos, tanto
normais como patoldgicos (BRINCHMANN; PATEL; IVERSEN, 2018; CAO; GUO, 2016),
e participa de varios processos biologicos. Gal-4 desempenha papel importante no controle da
inflamacéo intestinal, génese de tumores, regulacdo de células T e modulacdo de doencas
metabolicas (HOKAMA et al., 2004; HU et al., 2019; KIM et al., 2013; MOLVIN et al.,
2019; PACLIK et al., 2008; SATELLI et al., 2011).
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1.10 Modulacdo de respostas imunoldgicas e reconhecimento de patdogenos por

Galectinas

Uma nova perspectiva para a compreensdo da regulacdo da resposta imunoldgica
e interacdo entre patdgeno e hospedeiro é o estudo da interagdo entre proteina e carboidrato
(VAN KOOYK; RABINOVICH, 2008). Estudos tem demonstrado o papel de Gal-1 no
direcionamento de perfis de ativacdo de linfocitos T. O bloqueio da expressdo de Gal-1
resultou em aumento da rejeicdo de tumor mediado por células T e aumento na producéo de
citocinas de perfil Th1 (RUBINSTEIN et al., 2004). Outros estudos demonstraram o papel de
Gal-1 em doenca autoimune e rejeicdo fetal mediada por células T. Foi observado que
camundongos deficientes em Gal-1 (Lgals1™) apresentaram aumento de resposta Thl e Th17
(BLOIS et al., 2007; TOSCANO et al., 2007). Ainda, outro grupo demonstrou o papel de Gal-
1 na diferenciacdo de células dendriticas (DCs) com funcdes reguladoras. A adigdo exdgena
de Gal-1 ou a regulacdo enddgena de Gal-1 atenuou respostas Thl e Thl7 e suprimiu
inflamacédo autoimune através da producéo de I1L-27 e IL-10 (ILARREGUI et al., 2009).

As galectinas podem se ligar a glicoconjugados presentes na superficie de
microorganismos e ativar respostas imunoldgicas. Gal-3 liga-se a diversos patégenos,
incluindo Neisseria gonorrhoeae, Candida Albicans, Toxoplasma gondii, Schistosoma
mansoni e Trypanosoma cruzi (DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2010; KOHATSU et al.,
2006; MOODY; OCHIENG; VILLALTA, 2002; QUATTRONI et al., 2012; VAN DEN
BERG et al., 2004). Gal-1 e Gal-4 apresentam funcdo de modulagdo da resposta imunoldgica
e ligacdo a patdégenos (HOKAMA et al., 2004; ILARREGUI et al., 2009; PONCINI et al.,
2015; STOWELL et al., 2010; TOSCANO et al., 2007). Gal-4 e Gal-8 reconhecem e matam
bactérias que expressam antigeno do grupo sanguineo B, indicando um possivel mecanismo
de resisténcia para estes microorganismos em individuos do grupo sanguineo B (STOWELL
et al.,, 2010). Gal-1 se liga aos virus Nipah, Influenza e HIV (LEVRONEY et al., 2005;
MERCIER et al., 2008; OUELLET et al., 2005; YANG et al., 2011). Recentemente, foi
demonstrado que Trypanosoma cruzi ativa um células dendriticas reguladoras através de um
mecanismo dependente de Gal-1 (PONCINI et al., 2015).

Sdo escassos 0s achados sobre galectinas e Leishmania sp. J& foi demonstrado o
reconhecimento de lipofosfoglicana (LPG) de L. (L.) major por Gal-3. A associagéo de Gal-3

a L. (L.) major cliva esta galectina, com consequente formacgdo de uma Gal-3 truncada que
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contétm o CRD, mas ndo possui o dominio N-terminal crucial para a oligomerizacdo e
atividade bioldgica dessa lectina. Essa clivagem de Gal-3 especifica por L. (L.) major também
foi observada em macrofagos infectados, mostrando que essa clivagem pode regular as
funcGes dependentes da oligomerizacdo de Gal-3 no hospedeiro vertebrado a favor do parasito
(PELLETIER; SATO, 2002). Também foi elucidado o reconhecimento de LPG de L. (L.)
major por Gal-9, isto permite a ligagdo do parasita em macrofagos e consequente
potencializacdo da invasdo do parasita e infeccdo (PELLETIER et al., 2003). Ainda, o
reconhecimento de Gal-3 é especifico para os residuos de poligalactose do LPG de L. (L.)
major, enquanto que essa lectina ndo € capaz de reconhecer L. (L.) donovani (PELLETIER et
al., 2003; PELLETIER; SATO, 2002). Aparentemente, Gal-3 na infec¢do por L. (L.) major
poderia atuar como DAMP favorecendo o recrutamento de neutrdfilos e favorecendo o
controle da infeccdo em camundongos (BHAUMIK et al., 2013; FERMINO et al., 2013;
SATO et al., 2014). Por muitos anos foi um mistério a natureza do ligante de promastigotas
de Leishmania no intestino do inseto vetor. Kamhawi e colaboradores identificaram uma
proteina ligadora de carboidrato expressa no intestino do vetor que foi denominada PpGalec,
uma galectina do tipo repeticdo em tandem. A andlise estrutural desta galectina demonstrou a
presenca de dois distintos dominios de reconhecimento de carboidrato com aproximadamente
128 aminoacidos associados por uma regido ligadora com 28 aminoacidos. Essa galectina foi
descrita como o ligante de promastigotas prociclicas de L. (L.) major em Phebotomus
papatasi, entretanto ndo foi capaz de se ligar a formas promastigotas metaciclicas
(KAMHAWI et al., 2004; SACKS; KAMHAWI, 2001).

Recentemente, foi descrita uma possivel participacdo de Gal-3 na regulacdo da
sinalizacdo via Notch em células dendriticas promovendo alteragdo da polarizacdo de células
T e consequente aumento da suscetibilidade a infeccdo por L. (L.) major em modelo de
infeccdo em camundongos de fundo genético BALB/c (FERMINO et al., 2016). Entre os
fatores responsaveis pela polarizagdo de células T CD4", as citocinas sdo o estimulo com
maior importancia (LE GROS et al., 1990; SEDER et al., 1993). Entretanto, alguns trabalhos
apresentam uma atividade imunorreguladora para galectinas, como é o caso de Gal-1 em
cancer e doencas infecciosas, que apresenta propriedades anti-inflamatorias dependendo do
microambiente e altera o padrdo de citocinas produzidas pelas células T CD4" (CEDENO-
LAURENT et al., 2012; ILARREGUI et al., 2009; PONCINI et al., 2015; RABINOVICH,;
TOSCANO, 2009; TOSCANO et al., 2007; VAN DER LEW et al., 2004). Uma melhor

compreensdo de vias imunomoduladoras é fundamental para futuros desenvolvimentos de
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tratamentos ou aperfeicoamento de tratamentos para doencas infecciosas crénicas, como no
caso da LT causada por L. (L.) amazonensis.

Finalmente, justificamos o estudo concomitante das galectinas 1 e 4 na evolucao
da leishmaniose experimental com base em alguns dados da literatura. Apesar de varios
relatos demonstrarem as atividades microbicidas e/ou o potencial efeito terapéutico destas
duas galectinas (ARASU et al., 2017; CHEN et al., 2019a; EL-ASHRAM et al., 2017; LAAF
et al., 2018), até 0 momento nao existem relatos sobre a participacdo das galectinale 4 na LT
experimental. Além disso, a familia das galectinas é conhecida com um modelo para estudos
de diversidade intrafamiliar de proteinas em diferentes niveis (estrutural, expressdo tecidual e
funcional) (KALTNER et al., 2017).

Diante disso, o foco deste trabalho foi o estudo da participacdo destas duas
galectinas na evolucdo da infeccdo por L. (L.) amazonensis em modelo murino in vivo
utilizando as linhagens de camundongo BALB/c e C57BL/6 e in vitro. Mais especificamente,
foi analisado se a delecdo de Gal-1 (enddgena) pode alterar o perfil de resposta imunoldgica
nestes camundongos e a possivel interacdo de Gal-1 e Gal-4 (exdgenas) com moléculas do
parasito, visando melhor compreensdo da complexa interacdo patdgeno-hospedeiro e

possivelmente encontrar novos alvos terapéuticos e/ou diagnostico paraa LT.
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2. OBJETIVO

Avaliar o papel de Gal-1 e de Gal-4 no desenvolvimento da infeccao experimental

por L. (L.) amazonensis em modelos in vivo e in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1  Camundongos

Foram utilizados camundongos das linhagens C57BL/6 selvagens (C57BL/6
Lgals1**), C57BL/6 deficientes em Gal-1 (C57BL/6 Lgalsl™), BALB/c selvagens (BALB/c
Lgals1*"), BALB/c deficientes em Gal-1 (BALB/c Lgals1”) fémeas com idade entre seis e
oito semanas. Os camundongos C57BL/6 Lgals1™* e BALB/c Lgals1™* foram criados no
Biotério Geral da Prefeitura da Universidade de Sdo Paulo, Campus de Ribeirdo Preto
(Biotério PUSP/RP). Os camundongos C57BL/6 Lgalsl” e BALB/c Lgals1” foram criados e
mantidos no Biotério | da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP/USP). Durante o periodo de experimentacdo, os camundongos foram mantidos no
Biotério | da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o
Paulo (FCFRP/USP). Os camundongos foram utilizados de acordo com as regras do Comité
de Etica desta universidade (aprovado pela comissdo de ética no uso de animais da FCFRP,
CEUA, Processo nimero 0081/2016).

3.2 Obtencgdo dos camundongos BALB/c deficientes em Gal-1

Para avaliar o papel de Gal-1 na evoluc¢do da infeccdo por L. (L.) amazonensis em
modelo BALB/c, cruzamentos entre camundongos BALB/c e camundongos machos
camundongos C57BL/6 deficientes em Gal-1 (C57BL/6 Lgalsl”™) para obtencdo de
camundongos BALB/c deficientes em Gal-1 (BALB/c Lgalsl”). O sucesso da geragdo de
camundongos BALB/c deficientes para Gal-1 foi acompanhado pela genotipagem da regido
do gene Gal-1. Para genotipagem, foi isolado o DNA da cauda dos camundongos, sendo o
DNA extraido pelo método de extracdo de salting out. O ensaio de PCR foi conduzido para

+/+

amplificar o gene LGALS1. Para genotipagem de camundongos BALB/c Lgalsl™ foram
utilizados os iniciadores F-GEG1EX2 e R-GEG1EX2. E para genotipagem de camundongos
BALB/c Lgals1” foram utilizados os iniciadores F-G1IKOUP e R-G1KODW (Tabela 1). A
PCR foi realizada num volume total de 20 pL de reacdo contendo 1,0 pL de trifosfato de
desoxinucleotideo, 1,2 uL de MgCl, a 25 mM, 0,2 pL de Tag DNA polimerase (GE, EUA),
1,0 pL de cada iniciador, 2,0 pL de tampdo para PCR (GE, EUA) e 1,0 ul de amostra de

DNA. Esta reagéo foi incubada em termociclador (Eppendorf, Alemanha) ajustado para correr
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a 94°C durante 5 minutos, 40 ciclos cada compreendendo 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 66°C

+/+

(iniciadores para camundongo Lgals1™") ou 1 minuto a 65°C (iniciadores para camundongo

Lgals1™), 2 minutos a 72°C e uma extenséo final a 72°C durante 10 minutos.

Tabelal. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados para dele¢do do gene LGALS1.

Amplicon Temperatura de
Oligonucleotideo Sequéncia (pb) hibridizacao (°C)
F-GEG1EX2 5’-CAGGTCTCCAAGCTGATGTC-3’ 326 66
R-GEG1EX2 5’-CTCTTGGCGTCCGAGGCCAC-3
F-G1KOUP 5’CCTTGCAAAGTCCAGTATTCTGC-3’ 480 65
R-G1KODW 5’-ACCTGCGTGCAATCCATCTTG-3’

3.3 Cultivo de espécies de Leishmania

Formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento (5° dia de cultivo) das
cepas de Leishmania descritas na Tabela 2 foram cultivadas em meio de cultura de
Schneider’s (Sigma-Co, St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro bovino fetal (GIBCO),
100 U/mL de penicilina G potassica (USB Corporation Cleveland, OH, EUA) e 2% de urina

masculina em frascos de cultura (Corning Incorporated, Corning NY-USA).

Tabela 2. Cepas de Leishmania utilizadas no estudo.

Cepa Referéncia internacional Forma Isolado de Origem
clinica geografica
L. (L) IFLA/BR/67/PH8 ND Lutzomyia Brasil
amazonensis PH8 flaviscutellata
L. (L.) infantum MHOM/BR/1974/PP75 LV Homo sapiens Brasil
PP75
L. (L.) tropica MHOM/SU/1958/STRAIN LC Homo sapiens Azerbaidjao
STRAIN OD oD
L. (V.) guyanensis MHOM/BR/1975/M4147 LC Homo sapiens Brasil
M4147
L. (L.) mexicana MHOM/BZ/1982/BEL21 LC Homo sapiens Belize
BEL21
L. (L.) major LV39 MRHO/SU/59/P ND Rhombomys sp Brasil
L. (L.) hertigi C8 MCOE/PA/1965/C8 LV Coendou sp Panama
L. (V.) MCHO/EC/1982/LSP1 LV Choloepus Equador
equatorensis LSP1 hoffmanni
L. (V) IGOM/PA/1985/E582.34 ND Lutzomyia gomezi Panama
colombiensis
L1245
L. (V.) lainsoni MHOM/BR/1981/M6426 LC Homo sapiens Brasil
M6426

ND: ndo detectado; LV: LV; LC: Leishmaniose Cutanea.
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3.4  Infeccéo experimental dos camundongos

Para a infecco, 1,0 x 10° formas promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa PH8
em fase estacionaria de crescimento que foram cultivadas em meio Schneider’s a 10%, foram
inoculadas intradermicamente na orelha esquerda dos camundongos, diluidas em salina

tamponada com fosfato (PBS) 0,1 M, pH 7,2 em um volume final de 10 pL.

3.5  Avaliacdo do desenvolvimento da lesdo em camundongos infectados com L. (L.)

amazonensis

O desenvolvimento da infeccdo foi acompanhado através da mensuracdo do
desenvolvimento da lesdo. As orelhas infectadas e controle (ndo infectada) foram mensuradas
semanalmente durante oito semanas utilizando um paquimetro (150 mm/6” DIGIMESS
Instrumentos de Precisdo). O tamanho da leséo foi obtido pela diferenca entre a medida da
orelha infectada e orelha controle.

3.6  Quantificacdo da carga parasitaria por diluicédo limitante

Com o intuito de se determinar o parasitismo durante o curso da infecgdo, a orelha
infectada e linfonodo drenante (linfonodo retromaxilar) foram coletados de forma asséptica
em PBS. O nimero de parasitos presentes nos 6rgaos avaliados foi determinado pela técnica
de diluicdo limitante (AFONSO; SCOTT, 1993) com algumas modificacdes. Resumidamente,
o0s 6rgdos foram triturados por meio de dissociadores de tecido (Medcons, Becton Dickinson,
Séo José, Ca, EUA) em um volume de 2,0 mL de meio de cultura Schneider (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) suplementado com 20% de soro bovino fetal (GIBCO), 100 unidades/mL
de penicilina G potassica (SIGMA) e 2% de urina humana masculina. Os medcons foram
entdo lavados com 10 mL de meio de cultura. A suspensdo celular foi entdo centrifugada a
1540 x g por 10 minutos para a separacao das células contendo os parasitos. O sedimento foi
suspenso em 1,0 mL de meio e distribuido em placas estéreis de 96 pocos, sendo dispostos
200 pL da suspensdo por cavidade, em duplicata. Dessa suspensdo foi retirada uma aliquota
de 20 pL e adicionada em outro poco contendo 180 pL de meio. Essa diluicdo de 1:10 foi
feita doze vezes, sempre trocando as ponteiras de um poco para outro. A placa foi entdo
incubada a 25°C e a verificagdo do crescimento de parasitos feita apos dez dias de cultura. O

resultado foi expresso como média do logo do titulo de parasitos + 1.
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3.7  Quantificacdo da carga parasitaria por PCR em tempo real (RT-PCR)

Os tecidos dos camundongos infectados foram submetidos a extracdo do DNA
gendémico utilizando o kit Illustra™ Tissue (GE, EUA), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O DNA assim obtido foi eluido em &gua livre de nucleases, dosado em aparelho
NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific, EUA) e mantido a - 20°C. Para o controle positivo da
reacao utilizou-se uma amostra de DNA genémico promastigota de L. (L. ) amazonensis cepa
PH8 obtido a partir de cultura cultivada em meio de Schneider extraido da mesma maneira, a
partir do qual é realizada uma diluigdo seriada em agua livre de nucleases, para obter uma
curva padrdo de DNA de parasitos, com 10, 1, 0,1, 0,001, e 0,0001 ng/uL de DNA. A
amplificacdo foi realizada em placa de reacdo rapida de 96 pocos MicroAmp™ (0,1 mL)
(Applied Biosistens, EUA) em um volume final de 12 pL usando 6 pL do reagente especifico
SYBR Green Master Mix (Thermo Scientific, EUA), 1,2 uL de uma solugdo de 10 uM de
cada primer especifico para 0 DNA gendmico de L. (L.) amazonensis, iniciador ssrRNA-F 5'-
TACTGGGGCGTCAGAG-3' e iniciador ssSrRNA-R 5'-GGGTGTCATCGTTTGC-3' (PRINA
et al., 2007) em uma concentracdo final de 0,5 mM (sintetizado por Exxtend, Solucdo em
Oligos), 10 ng de DNA gendmico de cada uma das amostras e agua livre de nuclease
suficiente para perfazer o volume de 12 pl. Um sistema de PCR em tempo real StepOne ™
(Thermo Scientific, EUA) foi usado para obter os valores de CT (threshold cycle) com o
software StepOne ™ v2.3 (Thermo Scientific, EUA). Resumidamente, a ativacdo da DNA
polimerase de Thermophilus aquaticus (Tag-DNA polimerase) foi a 95°C durante 15 minutos.
O programa de PCR incluiu 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C durante 10 segundos,
hibridizacdo a 54°C durante 25 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos. A emissao
de fluorescéncia verde por SYBR Green foi medida na etapa final de alongamento.
Subsequentemente, um programa de curva de fusdo com uma medicdo continua de
fluorescéncia foi aplicado a partir de 70°C e terminando a 95°C (velocidade de rampa de 0,1
°Cl/seqg).

3.8 Analise histopatoldgica do sitio da infec¢do e linfonodo drenante

As orelhas e linfonodos retromaxilares foram fixados em solugdo salina

tamponada com formol (PBS/formol) a 10% por 24 horas a temperatura de 8°C. Apds o
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tempo de incubacdo, os 6rgdos foram lavados em etanol 50% para retirar o formol. Em
seguida, foi iniciada a etapa de desidratacdo em etanol de 80 a 95% seguida por incubacdo em
etanol absoluto. A diafanizacdo foi realizada em xilol e a inclusdo do material foi feita em
parafina. Foram realizados cortes com 6,0 um de espessura. As laminas foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE). A andlise histopatoldgica foi realizada em microscopio éptico por

avaliacdo cega.
3.9  Dosagem de citocinas por ensaio de Milliplex®

Seis citocinas foram avaliadas: IFN-y, IL-4, IL-10, IL12p70 e TNF-a pelo ensaio
Milliplex com o kit Milliplex® (Merck Millipore). Estas citocinas foram quantificadas a partir
de homogenato obtido de orelhas de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”
apos oito semanas de infeccdo. O tecido auricular infectado foi mecanicamente triturado por
meio de dissociadores de tecido conforme descrito no item 6. O sobrenadante dos tubos foi
aliquotado e armazenado a - 80°C. Todas as amostras foram submetidas a apenas um
congelamento e descongelamento antes do teste. Este homogenato foi processado de acordo

com as instrucgdes do fabricante.
3.10 Obtencéo e purificacdo de Gal-1 recombinante humana

A Gal-1 (Gal-1) utilizada em nossos estudos foi obtida de culturas de bactérias
(Escherichia coli cepa M-15) transformadas com plasmideo PQU-50 contendo o gene
completo da Gal-1 humana dimérica. As bactérias utilizadas foram cedidas, gentilmente, pelo
Prof. Dr. Richard D. Cummings, chefe do Biochemistry Department da Medicine College da
Emory University, Atlanta, Georgia - EUA. A inducdo da expressdo desta proteina pelas
bactérias foi feita com 0,5 mM de isopropil B-D-tiogalacto-piranozideo (IPTG, Sigma-
Aldrich) por quatro horas a 37°C. Os sobrenadantes brutos das culturas de bactérias contendo
a proteina foram lisados na presenca de inibidores de proteases (Complete Mini, EDTA-free
protease inhibitor cocktail, Roche Diagnostics), f-mercaptoetanol (Merck), lisozima, DNAse
e RNAse (Sigma-Aldrich). O sobrenadante do lisado bacteriano foi entdo centrifugado
(10.000 x g) por 30 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante obtido apds a etapa de
centrifugacdo foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de agarose-lactose. O

material resultante do lisado que ndo ficou retido na coluna de afinidade (material esse
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denominado flow-through) foi armazenado para analise da qualidade do método de
purificacdo. J& o material retido na coluna, que continha Gal-1, foi eluido com tampéo de
elui¢do contendo 14 mM de B-mercaptoetanol e 100 mM de a-lactose (Sigma-Aldrich). Esse
processo cromatografico foi monitorado por leitura de densidade dptica (280 nm) em
espectrofotémetro (UV mini 1240, Shimadzu). As concentracdes protéicas das solucbes de
Gal-1 foram determinadas pelas absorbancias em 280 nm NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific, EUA), e estes valores foram convertidos para concentragdo (mg/mL) com o uso do
coeficiente de extingdo molar (8970 cm™ M™) destas moléculas. As fracdes contendo Gal-1
purificada foram mantidas em tampao de eluigdo, uma vez que o B-mercaptoetanol e a lactose
s80 necessarios para a preservacdo da atividade da Gal-1 (CHO; CUMMINGS, 1995).
Finalmente, as preparacdes purificadas de Gal-1 foram estocadas a -80°C até o momento do
uso. Apos as etapas de producao e estocagem, as fracdes de Gal-1 foram alquiladas com o uso
de iodoacetamida (Sigma-Aldrich, 200 mM para 12 mg de Gal-1) na presenca de 100 mM de
a-lactose por 24 horas a 4°C, para manter a Gal-1 em um estado reduzido, o que auxilia na
preservacdo de sua capacidade lectinica (WHITNEY; POWELL; SANFORD, 1986). As
fracdes foram entdo repurificadas em coluna de exclusdo molecular (PD-10 Desalting column,
GE Healthcare) e incubadas por 4 horas a 4°C sob leve agitacdo com 200 puL de polimixina B
(Sigma-Aldrich), resina com alta afinidade por lipopolissacarideos (LPS), a fim de se remover
tais residuos provenientes da etapa de purificacdo do lisado bacteriano, os quais poderiam
levar a manifestacdo de efeitos bioldgicos indesejados ndo-relacionados a Gal-1 (SARTER et
al., 2009). Em seguida, a suspensdo de Gal-1 e polimixina B foram centrifugadas a 300 x g
por 10 minutos e o sobrenadante recuperado. Por fim, apés a etapa de remogdo do LPS, as
aliquotas de Gal-1 foram filtradas em membrana de 0,22 um (Millipore) para sua

esterilizacdo, aliquotadas e armazenadas a 4°C para 0s posteriores experimentos.

3.11 Obtengéo e purificagdo de Gal-4 recombinante humana

A Gal-4 (Gal-4) utilizada em nossos estudos foi obtida de culturas de bactérias
(Escherichia coli cepa Rosetta) transformadas com plasmideo PET28 contendo o gene
completo da Gal-4 humana. As bactérias utilizadas foram cedidas, gentilmente, pelo Prof. Dr.
Richard D. Cummings, chefe do Departamento de Bioquimica da Faculdade de Medicina da
Universidade de Emory, Atlanta, Georgia - EUA. A inducgéo da expressdo desta proteina pelas
bactérias foi feita com 0,1 mM de IPTG (Sigma-Aldrich) por 24 horas a 25°C. Os

34



FLEURI, A. K. A. Materiais e Métodos

sobrenadantes brutos das culturas de bactérias contendo a proteina foram lisados na presencga
de inibidores de proteases (Complete Mini, EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche
Diagnostics), B-mercaptoetanol (Merck), lisozima, DNAse e RNAse (Sigma-Aldrich). O
sobrenadante do lisado bacteriano foi entdo centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C.
Em seguida, o sobrenadante obtido ap6s a etapa de centrifugacdo foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de agarose-lactose. O material resultante do lisado que
ndo ficou retido na coluna de afinidade (material esse denominado flow-through) foi
armazenado para analise da qualidade do método de purificacdo. J& o material retido na
coluna, que continha Gal-4, foi eluido com tampao de eluigdo contendo 14 mM de B-
mercaptoetanol ¢ 100 mM de a-lactose (Sigma-Aldrich). Esse processo cromatogréfico foi
monitorado por leitura de densidade optica (280 nm) em NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific, EUA). As concentragdes proteicas das solucbes de Gal-4 foram determinadas pelas
absorbancias em 280 nm e estes valores foram convertidos para concentragdo (mg/mL) com o
uso do coeficiente de extingdo molar (37360 cm™ M™) destas moléculas. As fracdes contendo
Gal-4 purificada foram mantidas em tampao de elui¢do, uma vez que o B-mercaptoetanol e a
lactose sdo necessarios para a preservacao da atividade da Gal-4. As fragdes foram entéo
repurificadas em coluna de exclusdo molecular (PD-10 Desalting column, GE Healthcare) e
incubadas por 4 horas a 4°C sob leve agitacdo com 200 pL de polimixina B (Sigma-Aldrich),
resina com alta afinidade por lipopolissacarideos (LPS), a fim de se remover tais residuos
provenientes da etapa de purificacdo do lisado bacteriano, os quais poderiam levar a
manifestacdo de efeitos bioldgicos indesejados ndo-relacionados a Gal-4. Em seguida, a
suspensdo de Gal-4 e polimixina B foi centrifugada (300 x g, 10 minutos) e o sobrenadante
recuperado. Por fim, apés a etapa de remocdo do LPS, as aliquotas de Gal-4 foram filtradas
em membrana de 0,22 um (Millipore) para sua esterilizacdo, aliquotadas e armazenadas a 4°C

para 0s posteriores experimentos.
3.12 PCR de colénia de bactéria E. coli produtora de Gal-4 humana recombinante

A Gal-4 (Gal-4) utilizada em nossos estudos foi obtida de culturas de bactérias E.
coli cepa Rosetta transformadas com plasmideo PET28 contendo o gene completo da Gal-4
humana. Foram selecionadas trés colonias de bactérias que foram cultivadas em meio LB agar
suplementado com os antibidticos de sele¢do (25 pg/mL de kanamicina e 50 pg/mL de

clorafenicol). Estas colénias foram submetidas diretamente a PCR utilizando
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oligonucleotideos para a regido do promotor T7 do plasmideo PET28 bactérias E. coli cepa
Rosetta foram transformadas com plasmideo PET28 contendo o gene LGALS4. O sucesso da
transformacéo foi acompanhado por PCR seguida por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.
A PCR foi realizada num volume total de 25 pL de reacdo contendo 1,0 mM de trifosfato de
desoxinucleotideo, 3,0 mM de MgCl,, 0,5 pL de Tag DNA polimerase (GE, EUA), 30 pMol
de cada iniciador, 10 pL de tampdo para PCR (GE, EUA) e uma coldnia de bactéria como de
amostra de DNA. Esta reacdo foi incubada em termociclador (Eppendorf, Alemanha) ajustado
para correr a 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos cada compreendendo 1 minuto a 95°C, 1

minuto a 47°C, 1 minuto a 72°C e uma extenséo final a 72°C durante 5 minutos.
3.13 Identificacdo de Gal-4 por Western blot

Foram utilizadas preparacbes de Gal-4hr purificada, material soltvel
(sobrenadante) sem inducdo (sem IPTG), material solivel com inducdo (com IPTG), material
insolivel (sedimento) sem inducdo, e material insolvel com inducdo. Os lisados foram
ressuspendidos em tampdo de amostra contendo SDS (50 mM de Tris pH 6,8, 2% de SDS
(USB Corporation, USA), 0,1% de azul de bromofenol (Synth, USA), 10% de glicerol (USB
Corporation), 2,5% de B-mercaptoetanol). Em seguida, as proteinas foram separadas em gel
SDS-PAGE 12% em condicbes redutoras e dissociantes. As proteinas foram, entdo,
transferidas para uma membrana de nitrocelulose de 0,2 um (GE Healthcare, USA) utilizando
0 sistema de transferéncia sistema umido a 35 volts, 300 mA por 60 minutos. Neste sistema
foi utilizado tampé&o de transferéncia (50 mM de Tris, 40 de mM glicina e 10% de metanol). O
sucesso da transferéncia foi verificado por coloracdo com Ponceau S 0,5%. As membranas
foram bloqueadas por 16 horas a 6° C em tampdo Tris (TBS — do inglés, Tris buffered saline)
(25 mM de Tris, pH 7,4, 0,3 mM de KCI e 140 mM de NaCl) contendo 5% de leite em po
desnatado. Apos o bloqueio, as membrana foram lavadas em TBS-T 0,05% (TBS 0,05% de
Tween 20) e incubadas com anticorpo anti-Gal-4 humana (anticorpo policlonal produzido em
coelho anti-Gal4 Thermo PA5-34836) na diluicdo 1:5000 por 1 hora a temperatura ambiente.
As membranas foram lavadas em TBS-T 0,05% e incubadas por 1 hora a 25° C com anticorpo
secundario apropriado conjugado com peroxidase (diluicdo 1:15000; KPL, USA). A detecgéo
da reacéo foi realizada em sistema ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad) através do kit de
deteccdo ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE).
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3.14 Obtengdo de Gal-1 e de Gal-4 humana recombinantes derivatizadas com

isotiocianato de fluoresceina

Para os ensaios de avaliacdo da ligacdo de Gal-1 e Gal-4 a superficie de
Leishmania, aliquotas de Gal-1 alquiladas com iodoacetamida e aliquotas de Gal-4 foram
submetidas a conjugacdo com isotiocianato de fluoresceina (FITC, Pierce). Para isso, 1 mg de
FITC foi diluido em tampé&o borato 0,67 M, pH 8,5, e 10 pL desta solucdo de FITC foram
adicionados a 500 pL de uma solucdo de Gal-1 e a 500 puL de uma solucdo de Gal-4 em
tampéo fosfato (PBS — do inglés, phosphate buffer solution) de 1,0 mg/mL, na presenca de
100 mM de a-lactose, a fim de impedir que o fluoréforo se conjugasse com residuos de
aminas livres no dominio de reconhecimento de carboidratos, podendo assim comprometer
sua atividade lectinica. A solucdo obtida foi entdo mantida em temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por uma hora, e entdo submetida a cromatografia de exclusdo molecular (PD-10
desalting column, GE Healthcare) para remogao de FITC e a-lactose da solucgéo, e obtengéo
da Gal-1-FITC e de Gal-4-FITC purificadas. A preparacdo de Gal-1-FITC e de Gal-4-FITC
foram posteriormente utilizadas em ensaio de ligacdo a superficie de Leishmania por

citometria de fluxo.

3.15 Analise da atividade lectinica de Gal-1 e de Gal-4 recombinantes humana por

ensaio de hemaglutinacao

Apos a derivatizacdo de Gal-1 com iodoacetamida e purificacdo de Gal-4 em PD-
10, o tratamento com polimixina-B para remocdo de LPS, filtracdo para esterilizacdo e/ou
derivatizacdo com FITC, a preservacdo da capacidade da Gal-1 e de Gal-4 de reconhecer
glicanas (atividade lectinica) foi testada através de ensaio de hemaglutinacdo em placas de 96
pocos. Gal-1 e Gal-4 ligam-se a superficie de eritrocitos humanos (CUMMINGS; LIU, 2009),
formando uma “malha” de hemacias, que dessa maneira ndo se depositam no fundo do pogo
da placa de 96 pocos de fundo em “U”. A aglutinacdo de hemécias humanas foi realizada na
presenca de diferentes concentragdes de Gal-1, de Gal-4 e também na presenca de carboidrato
hapteno inibidor especifico para estas galectinas, a a-lactose (20 mM ou 100 mM). A sacarose
(20 mM ou 100 mM) foi usada como carboidrato-controle da reacdo de inibicdo da
hemaglutinacdo, uma vez que Gal-1 e Gal-4 nédo apresenta afinidade relevante para essa

molécula. As hemaécias suspensas apenas em PBS, tampdo utilizado no ensaio, ou apenas na
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presenca dos carboidratos lactose ou sacarose, foram consideradas o controle negativo de
hemaglutinacdo. As solucbes de Gal-1 e de Gal-4 foram diluidas (10; 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,312; 0,156; 0,078 uM) e 50 pL de cada uma foram adicionados a 50 pL de suspensao de
hemacias humanas a 3% em PBS em placa de 96 pocos com fundo em “U”. A aglutinacio das
hemécias foi verificada apos 2 horas de incubacdo. Apés as etapas de derivatizacdo e de
confirmacéo da preservacgdo da propriedade hemaglutinante de Gal-1 e de Gal-4, procedeu-se

0 armazenamento dessas preparacdes a 4°C, até o momento do uso.
3.16 Marcacdo de Gal-4 com *™Tc

Foram dissolvidos 100 pg de Gal-4hr numa solucdo de 0,1 M de carbonato de
sodio (pH 9,0) e uma solucdo recente de succinimidil-6-hidrazinopiridina-3-carboxilato
(NHS-HYNIC, FutureChem, Corea) dissolvida em DMF seco que foi adicionado gota a gota
a uma razdo molar final HYNIC: Gal-4 de 20:1. A mistura foi entdo incubada a temperatura
ambiente durante 60 minutos. Apoés este periodo, 0 NHS-HYNIC nédo marcado foi removido
com uma coluna de Sephadex G-15 (GE Healthcare Life Sciences) e o eluido (Gal-4-HYNIC)
foi recuperado com 0,1 M de acetato de amonio (pH 6,0). Para radiomarcacgdo, em um frasco
selado, Gal-4-HYNIC foi incubada com 50 pL de Tricina (20 mg/mL em solugdo salina,
Sigma) e 25 pL de acido N, N-Dietil etilendiaminodiacético (EDDA 40 mg/mL em solugéo
salina, Sigma), como co-ligantes. Em seguida, 0,5 mL de solucdo de **™TcO7 (150 MBq) e
2,0 pl de solucdo de estanho (11) (2,0 mg de SnCl, em 100 pL de 0,1 N de HCI purgado com
nitrogénio) foram adicionados a Gal-4-HYNIC e a mistura foi incubada durante 45 minutos a
temperatura ambiente. O *™Tc livre foi removido com uma coluna Sephadex G-15 (GE
Healthcare Life Sciences) e o eluido (Gal-4-HYNIC-*"Tc) foi recuperado com solucdo salina

tamponada com fosfato (PBS).
3.17 Avaliacdo da eficiéncia da radiomarcacéo de Gal-4hr->"Tc

A pureza radioquimica foi determinada por HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia - Agilent 1260 - Brasil) com coluna de Proteina-Pak 1251-125A 10 uM 7,8 x 300
mm (Waters-USA) e vazdo de 1,0 mL/min. A Gal-4hr foi detectada com o detector de
radiacdo Gabi (Raytest-Alemanha) e a absorbancia foi medida em 220 e 240 nm. A fase

movel consistiu em 50 mM de tampéo fosfato, pH 7,0.
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3.18 Aaquisicdo de imagens por micro SPECT/CT

No dia do experimento, 37 MBq de Gal-4-HYNIC-*"Tc foram injetados na veia

+/+

lateral da cauda de camundongos BALB/c Lgals1™" saudaveis ou infectados com L. (L.)
amazonensis cepa PH8. As imagens foram adquiridas 4 horas ap6s a inje¢do, num sistema de
imagem Albira microPET/SPECT/CT (Bruker Biospin Corporation, Woodbridge, CT, EUA).
As imagens do MicroSPECT/CT foram adquiridas sob anestesia geral (isoflurano/O,) e
aquecimento a 37°C. Os dados de imagem SPECT para cada camundongo foram registrados
através de varredura estatica, (uma varredura SPECT de 40 minutos - FOV 80 mm, seguido
de uma tomografia de 10 minutos - FOV 80 mm, 35 kV, 400uA). As varreduras
microSPECT/CT foram reconstruidas com o software Albira (Bruker Biospin Corporation,
Woodbridge, CT, EUA) com algoritmos de Maximizacdo de Expectativa de Subconjuntos
Ordenados (OSEM) e Projecdo Filtrada para Tras (FBP), para SPECT e CT respectivamente.

As imagens foram processadas com o software PMOD (PMOD Technologies, Zurick, CH).

3.19 Ensaio de ligagdo de Gal-1-FITC e Gal-4-FITC na superficie de espécies de

Leishmania

Para avaliar a ligacdo de Gal-1-FITC e Gal-4-FITC a superficie de Leishmania sp.
foram utilizadas 1,0 x 10° formas promastigotas totais em fase estacionéria de crescimento,
obtidas de cultura axénica. Os parasitos foram incubados com Gal-1-FITC e Gal-4-FITC por
1 hora em banho de gelo. O reconhecimento de moléculas na superficie de Leishmania sp. por
Gal-1 e Gal-4 foram analisados por citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto (BD
Biosciences), e os dados fornecidos foram analisados pelo programa BD FACSDiva (BD
Biosciences). Para determinar se a ligacdo de Gal-1 e de Gal-4 a superficie do parasita €
dependente da interacéo lectina-carboidrato, lactose (20 e 100 mM) foi usada nos controles do
experimento, uma vez que Gal-1 e Gal-4 tem alta afinidade para este carboidrato. Foi também

utilizado como um controle negativo para ligacdo 20 mM de sacarose.

3.19 Ensaio de ligagdo dos dominios isolados de Gal-4 na superficie de L. (L.)

amazonensis
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Para avaliar qual dominio de Gal-4 seria importante para a ligacdo de Gal-4 a
superficie de Leishmania sp. foram utilizadas 1,0 x 10° formas promastigotas totais em fase
estacionaria de crescimento, obtidos de cultura axénica. Os parasitos foram incubados com
Gal-4-FITC, Gal-4-D1-FITC e Gal-4-D2-FITC por 1 hora em banho de gelo. O
reconhecimento de moléculas na superficie de Leishmania sp. por Gal-1 e Gal-4 foram
analisados por citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto (BD Biosciences), e os dados

fornecidos foram analisados pelo programa BD FACSDiva (BD Biosciences).
3.19 Avaliagdo da viabilidade de L. (L.) amazonensis apés o tratamento com Gal-4

Para analisar se a interacdo direta de Gal-4hr com L. (L.) amazonensis poderia
provocar a morte deste parasita foi realizado ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}. Para isso, o ensaio foi conduzido em placa de 96
pocos com 1,0 x 10° formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram tratadas
por 24 horas com diferentes concentracGes de Gal-4 (4,0; 2,0; 1,0 ¢ 0,5 uM) em meio
Schneider’s 10% a 26°C. O controle de vida (CV) foi incubado apenas com meio Schneider’s
10%, o controle de morte foi tratado com 50 uM de Anfotericina B (Anf. B) por 24 horas a
26C. Em seguida, foi adicionado o MTT em cada po¢o na concentracdo de 0,5 mg/mL e a
placa foi incubada por 4 horas em estufa a 26°C. A placa foi centrifugada a 1811 x g por 15
min a 23°C. O sobrenadante foi descartado e adicionado DMSO para solubilizar o sal
formado. A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro em 570 nm. O controle
de vida foi avaliado como 100% de viabilidade.

Paralelamente, foi conduzido ensaio para avaliar se Gal-4 induziria formacdo de
poro na membrana do parasito. Para isso, o0 ensaio foi conduzido em tubo para citometria de
fluxo com 1,0 x 10° formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram tratadas
por 1 hora com diferentes concentracdes de Gal-4 (8,0; 4,0; 2,0; 1,0 e 0,5 uM) em meio PBS
em banho de gelo. Com o objetivo de avaliar o envolvimento da propriedade lectinica de Gal-
4 sobre uma potencial acdo desta lectina na viabilidade de células de L. (L.) amazonensis, 1,0
uM de Gal-4 foi testada na presenca de 40 mM de lactose (carboidrato inibidor) ou na
presenca de 40 mM de sacarose (carboidrato ndo inibidor). Apds o0s tratamentos,
imediatamente antes da analise por citometria de fluxo, foram adicionados 2,0 uL de solugéo
de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich) na concentragcdo de 1,0 mg/mL por tubo de anélise.

Ainda, células incubadas apenas com PBS, mantidas nas mesmas condi¢cdes de tempo e
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temperatura do ensaio (controle de vida, controle negativo), bem como células tratadas com
10 mM de H,0O, (controle de morte, controle positivo), foram utilizadas como controles
negativo e positivo da incorporacdo de iodeto de propideo, respectivamente. A incorporacao
de iodeto de propideo pelas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis frente ao tratamento
com Gal-4 foi analisada por citometria de fluxo no aparelho BD FACSCanto (BD
Biosciences), e os dados foram fornecidos e analisados pelo programa BD FACSDiva (BD

Biosciences).

3.20 Avaliagdo morfoldgica de L. (L.) amazonensis apés tratamento com Gal-4

Para analisar se a interacdo direta de Gal-4hr com L. (L.) amazonensis poderia
provocar alteracbes morfologicos no parasito. Para isso, o ensaio foi conduzido em
microtubos de 1,5 mL contendo 1,0 x 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa PH8 em
fase estacionéria de crescimento. Foi adicionado PBS ou 4,0 uM de Gal-4hr aos respectivos
microtubos. Os microtubos foram incubados por 1 hora em banho de gelo. Em seguida, 0s
microtubos foram centrifugados por 10 minutos a 1870 x g, 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi fixado em paraformaldeido 2,5%. Os microtubos foram lavados
duas vezes com PBS com as mesmas condi¢Oes de centrifugacdo descritas acima. O
sedimento foi ressuspenso em 1,0 mL de PBS, 100 uL desse contetdo foi fixado em laminas
por centrifugacdo por 5 minutos a 500 rpm (rotacdes por minuto) em centrifuga Citospin. As
laminas foram fixadas com metanol e a coloragdo foi realizada com Kit Panético, utilizando-
se as recomendacdes do fabricante. As Iaminas foram analisadas em microscdpio de campo

claro.

3.21 Extracdo e purificacdo de Lipofosfoglicana de L. (L.) amazonensis

As lipofosfoglicanas (LPG) de L. (L.) amazonensis cepa PH8 foram extraidas,
purificadas e cedidas gentilmente pelo prof. Dr. Rodrigo Pedro Pinto Soares do Centro de
Pesquisas René Rachou da Fundagdo Oswaldo Cruz de Minas Gerais (CPgRR/Fiocruz
Minas). Brevemente, os parasitos em fase estacionaria de crescimento foram lavados em PBS
e centrifugados a temperatura ambiente por 7 minutos a 2100 x g. Para delipidacdo da amostra
foram adicionados 2,5 mL da solucdo de cloroférmio/metanol (3:2) e 0,5 ml da solugéo de

cloreto de magnésio a 4,0 mM. O material foi sonicado e centrifugado resultando em uma fase
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solida intermediaria com a qual o procedimento foi repetido. Foram adicionados a fase sélida
2,5 mL da solucéo de cloreto de magnésio a 4,0 mM. O material foi sonicado e centrifugado
para a extracdo de proteinas. O sobrenadante foi desprezado e o procedimento repetido. Em
sequida, foram adicionados 3,0 mL da solucdo de cloroférmio/metanol/agua (10:10:3) e 0,5
mL da solugdo de cloroférmio/metanol (1:1) apenas na primeira etapa. O material foi
submetido a trés etapas de sonicacgéo e centrifugacdo nas quais o sobrenadante contendo os
fosfolipideos de glicoinositol (do inglés, glycoinositol phospholipids - GIPLs) foi obtido. Para
a extracdo do LPG foram adicionados 2,5 mL de ESOAK (agua/etanol/etil
éter/piridina/NH,OH; 15:15:5:1:0,017) ao sedimento resultante que foi sonicado e
centrifugado. 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).
Para purificacdo, a amostra contendo LPG foi solubilizada em 1,0 mL da solucdo &cido
acético 0,1 N e cloreto de s6dio 0,1 N, sonicada e submetida a uma cromatografia de interacao
hidrofobica na qual a resina agarose-fenil foi utilizada. Aproximadamente, 2,0 mL de agarose-
fenil foram aplicados em uma coluna Bio-Rad (#731-1550). A coluna foi lavada com seis
volumes de acético 0,1 N e cloreto de sddio 0,1 N para empacotar a resina, de modo que 0
volume final ap6s seu empacotamento estivesse entre 0,6 - 1,0 mL. Apds o Gltimo mL de
acético 0,1 N e cloreto de s6dio 0,1 N penetrar na coluna, a amostra contendo LPG foi
adicionada. Em seguida, o material foi lavado de acordo com a seguinte seqiéncia: 1,0 mL de
acetico 0,1 N e cloreto de sédio 0,1 N, 1 mL de acido acético 0,1 N, 1,0 mL de &gua destilada
e 4,0 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 puL de agua milli-Q e

armazenada a 4° C (Soares et al., 2002).

3.22 Ensaio de ligacdo de Gal-4 a lipofosfoglicana de L. (L.) amazonensis

Para avaliar a possivel interacdo entre Gal-4hr e o LPG de L. (L.) amazonensis foi
realizado um ensaio de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay). Pocos de placa de 96
pogos foram sensibilizados com 5,0 pug de LPG purificado de L. (L.) amazonensis cepa PHS,
por 16 horas a temperatura de 8°C. Em seguida, foi realizado o bloqueio dos sitios
inespecificos com albumina de soro bovino a 3% (BSA). A ligacéo foi avaliada pela adicéo de
Gal-4 nas concentragdes de 4,0; 1,0; 0,25 e 0,0625 uM. Com o0 objetivo de avaliar o

envolvimento da propriedade lectinica de Gal-4 sobre uma potencial ligacdo desta lectina ao
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LPG de L. (L.) amazonensis, 1,0 uM Gal-4 foi testada na presenca de 20 mM de lactose
(carboidrato inibidor) ou na presencga de 20 mM de sacarose (carboidrato néo inibidor). Como
controle negativo de ligacdo foi utilizada Gal-1 nas concentrag¢des de 4,0 ¢ 1,0 uM, além dos
acucares controles (lactose e sacarose a 20 mM). A capacidade de ligacdo de Gal-4 ao LPG
foi avaliada utilizando anticorpo monoclonal contra Gal-4 produzido em coelho (anticorpo
caseiro) na concentragdo de 10 pg/mL. Seguida por revelagdo utilizando anticorpo comercial
contra imunoglobulina de coelho conjugada com HRP na diluicdo de 1:5000 (KPL, USA). As
placas foram lavadas e as solugdes de substrato 3,3', 5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) e H,0,
foram adicionadas. Depois de 1 minuto, uma solu¢cdo 2,0 N de &cido sulfirico a foi
adicionada, e a absorbancia de cada pogo foi mensurada em 450 nm por espectrofotdmetro

(SpectraMax - Molecular Device).
3.23  Preparo de macréfagos

3.23.1 Diferenciacéo de macrofagos a partir de precursores da medula 6ssea

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMs - bone marrow-derived
macrophages) foram diferenciados a partir de células extraidas de fémures de camundongos
BALB/c e C57BL/6 selvagens, BALB/c deficientes em Gal-1 (BALB/c Lgalsl”) e C57BL/6
deficientes em Gal-1 (C57BL/6 Lgals1™). As células da medula 6ssea foram diferenciadas em
meio R20/30 que compreende RPMI 1640 contendo 20% de SBF, 30% de meio condicionado
de células L929, 15 mM de Hepes, 2 g de NaHCO3, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 2 mM de L-glutamina. As células foram mantidas em placas de petri de
dimensGes 90 x 20 mm (Corning Incorporated — NY, USA), a 37° C, em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. Depois de quatro dias foram acrescentados mais 10 mL do
respectivo meio. Apos sete dias de incubacdo, os macréfagos foram coletados através da
lavagem das monocamadas com PBS gelado. As células foram plaqueadas em meio R10/5
que compreende RPMI contendo 10% de SBF e 5% de meio condicionado de células L929, e

deixadas aderir por 24 horas antes de serem utilizadas nos experimentos.

3.23.2 Obtencdo de macrofagos peritoneais de camundongos elicitados por
tioglicolato

Por via intraperitoneal, foram administrados 3,0 mL de solucdo de tioglicolato

(Sigma-Aldrich) estéril a 3% (m/v) em camundongos BALB/c e C57BL/6 selvagens, BALB/c
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Lgals1” e C57BL/6 Lgalsl”™. Apés quatro dias, os camundongos foram devidamente
anestesiados com solucdo de xilasina/ketamina (Dopalen Vetbrands/Dopaser Hertap Caller)
(10 mg/kg + 100 mg/kg), e o exsudato peritoneal foi coletado pela injecdo de cerca de 4 mL
de PBS estéril gelado com auxilio de agulha e seringa estéreis. As células assim obtidas foram
coletadas em tubo conico de 50 mL e lavadas com PBS gelado (300 x g, 5 minutos, 4°C),
suspensas em meio RPMI completo, contadas em cdmara de Neubauer e distribuidas nas
devidas concentracGes em placas de culturas de células com 24 pogos. Ap6s 2 horas de
incubacdo, os pocos foram lavados duas vezes com PBS para remoc¢do das células nédo
aderentes, e foram realizados os procedimentos de infeccdo. Em alguns experimentos, as
células peritoneais obtidas foram plaqueadas sobre laminulas estéreis de 13 mm de diametro,

para que o material pudesse ser fixado e corado para posterior analise.

3.24 Tratamento dos macrofagos com Gal-4 recombinante humana e infeccao

experimental

Para avaliacdo do efeito da Gal-4 na infec¢do de macrofagos in vitro, placas de 24
pocos contendo 2,0 x 10° macréfagos oriundos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c

+/+

Lgals1** e BALB/c Lgals1™, foram tratados com Gal-4 na concentragio de 4,0 ou 1,0 uM ou
apenas meio RPMI. As células foram incubadas por uma hora a 37°C, por uma hora a 5% de
CO,. Em seguida, o0 meio contendo os tratamentos foi retirado e lavado uma vez com PBS. Os
parasitos entdo foram lavados em PBS (1000 x g, 10 minutos, 23°C) e adicionados na
proporcdo de 10 parasitos para cada célula em placa de 24 pocos contendo 2,0 x 10°
macréfagos oriundos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c
Lgals1™. As placas foram incubadas novamente em estufa a 37°C e 5% de CO, por trés horas
ou por vinte e quatro horas. Apds esse periodo, o sobrenadante foi armazenado, 0s pocos
lavados duas vezes com PBS, fixados com metanol gelado por 20 minutos. As laminulas
contendo macréfagos foram submetidas & coloragio com Pandtico Rapido® (Laborclin),
sendo expostas por um minuto em cada corante. Apds lavagem com agua e secagem, as
laminulas foram montadas em laminas de vidro com balsamo. Os macréfagos assim corados
foram fotografados em microscépio optico invertido em aumento de 400x. A determinacao da
porcentagem de células infectadas, da média do nimero de amastigotas por célula e contagem

diferencial foi realizada em 100 células totais fotografadas aleatoriamente.
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3.25 Tratamento de L. (L.) amazonensis com Gal-4 recombinante humana e infeccéo

experimental

Para avaliacdo do efeito da Gal-4 na fagocitose de Leishmania e atividade
leishmanicida de macréfagos, formas promastigotas totais em fase estacionédria de
crescimento de L. (L.) amazonensis cepa PH8, obtidas conforme descrito no item 3, diluida
em meio RPMI (ou apenas em meio RPMI com 0 mesmo volume de PBS utilizado para Gal-
4) por uma hora em banho de gelo. Os parasitas entdo foram lavados em PBS (1000 x g, 10
minutos, 4°C) e adicionados na concentracdo de 10 parasitos para cada célula em placa de 24
pocos contendo 2,0 x 10° macréfagos oriundos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c
Lgals1** e BALB/c Lgalsl™, na presenca de 4,0 uM ou 1,0 uM de Gal-4 ou apenas meio
RPMI. As placas foram entdo incubadas novamente em estufa a 37°C e 5% de CO2 por trés
horas ou por vinte e quatro horas. Ap6s esse periodo, o sobrenadante foi armazenado, o0s
pocos lavados duas vezes com PBS, fixados corados e analisados conforme descrito no item
18.

3.26 Analise estatistica

Os resultados estdo representados como média e desvio padrdo (SD). Para as
comparagOes de grupos multiplos, utilizou-se a analise de variancia bidirecional (ANOVA),
seguida do pds-teste de Bonferroni. As diferencas nos valores obtidos para dois grupos
diferentes foram determinadas usando o teste T de Student. As analises foram realizadas
usando o software Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). Foram
consideradas estatisticamente significativas as diferencas que apresentaram valores de P igual

ou menor a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1  Efeito da deficiéncia de Gal-1 no desenvolvimento da infecgdo experimental em
camundongos de fundo genético C57BL/6

Ja foi observado que a expressdo de Gal-1, Gal-3 e Gal-4 apresenta variacdo de
acordo com a linhagem de camundongo (MATHIEU et al., 2008). Isto ilustra que a escolha da
linhagem (fundo genético) de camundongo para o estudo de galectinas pode influenciar nos
resultados obtidos. Diante do exposto, avaliamos o desenvolvimento da infec¢do por L. (L.)
amazonensis em camundongos C57BL/6 (Figura 7) e BALB/c (Figura 10) deficientes ou nédo
em Gal-1. Primeiramente, avaliamos a resposta de camundongos deficientes em Gal-1 no
fundo genético C57BL/6 frente a infeccdo por L. (L.) amazonensis. Para isso, camundongos
C57BL/6 Lgals1™ e C57BL/6 Lgalsl” foram infectados na orelha esquerda por via
intradérmica com formas promastigotas totais de L. (L.) amazonensis em fase estaciondria de
crescimento e o desenvolvimento da lesdo foi acompanhado semanalmente, por oito semanas
(Figura 7A e 7B). N&o detectamos diferenca no desenvolvimento da lesdo na orelha em
camundongos C57BL/6 Lgals1” quando comparados com camundongos C57BL/6 Lgalsl**
(Figura 7C). Ao final de 11 semanas de infeccdo foi feita quantificacdo do DNA do parasito
no sitio da infeccdo e em linfonodos drenantes. Curiosamente, detectamos uma reducdo da
carga parasitaria no sitio da infeccdo em camundongos C57BL/6 Lgalsl” quando comparados

+/+

com camundongos C57BL/6 Lgals1™" (Figura 8A), entretanto ndo foi possivel detectar uma
diferenca significativa da carga parasitaria em linfonodos drenantes quando comparados 0s

dois grupos de camundongos (Figura 8B).
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Figura 7. Cinética da evolugéo da infeccdo por L. (L.) amazonensis em camundongos C57BL/6
Lgals1** e C57BL/6 Lgals1”. Camundongos fémeas C57BL/6 Lgals1”* e C57BL/6 Lgalsl” foram
infectados, intradermicamente, com 1,0 x 10° promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L.
(L.) amazonensis cepa PH8 na orelha esquerda. Imagem representativa da lesdo em orelha esquerda de
camundongo C57BL/6 Lgals1™* (A) e de camundongo C57BL/6 Lgals1” (B) ap6s 11 semanas de
infecgdo. (C) Cada ponto representa a média da diferenca entre a orelha infectada e a orelha ndo
infectada * erro padrdo (cinco animais por grupo). Os dados séo representativos de dois experimentos
independentes. Analise de variancia (ANOVA) “two way” seguida por pos-teste de Bonferroni.
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Figura 8. Carga parasitaria da infeccdo por L. (L.) amazonensis em camundongos C57BL/6
Lgals1** e C57BL/6 Lgals1™. Os resultados ilustram a quantificacdo da carga parasitaria por PCR-
RT. Camundongos fémeas C57BL/6 Lgals1™ e C57BL/6 Lgals1” foram infectados,
intradermicamente, com 1,0 x 10° promastigotas em fase estacionéria de crescimento de L. (L.)
amazonensis cepa PH8 na orelha esquerda. Cada barra representa a média da carga parasitaria em cada
grupo de camundongos + erro padrdo (cinco animais por grupo) apés 11 semanas de infeccdo (A)
Orelha; (B) Linfonodo retromaxilar. Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes. *** indica P < 0,05 analise de variancia (ANOVA) seguida por pds-teste de
Bonferroni.

4.2  Efeito da auséncia de Gal-1 no desenvolvimento da infec¢do experimental em

camundongos de fundo genético BALB/c

Para avaliar o papel de Gal-1 na evoluc¢édo da infeccdo por L. (L.) amazonensis em
modelo in vivo de suscetibilidade a Leishmaniose foram realizados cruzamentos entre
camundongos fémeas da linhagem BALB/c (modelo de suscetibilidade) e camundongos
machos da linhagem C57BL/6 deficientes em Gal-1 (Lgals1l™) com o objetivo de obter
camundongos da linhagem BALB/c deficientes em Gal-1 (BALB/c Lgalsl™). O sucesso da
geracdo de camundongos da linhagem BALB/c deficientes em Gal-1 foi demostrado por
genotipagem da regido génica da Gal-1. Inicialmente, a delecdo do gene LGALS1 em
camundongos foi descrita por Poirier e Robertson em 1993, utilizando a estratégia de
recombinacdo homologa em células tronco embrionarias. A mutagédo projetada pelo grupo de
pesquisadores resultou em uma delecéo de uma regido de 1,0 Kb do gene que engloba o exon
2, e a substituicao desta sequéncia pela cassete neo (K7-neo) de 1,1 Kb contendo um codon de

parada e um sinal de adicdo de cauda poli (A). Além disso, como o exon 2 codifica 27
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aminoacidos da proteina Gal-1 e inclui a regido do Dominio de Reconhecimento de
Carboidrato (CRD), a qual é responsavel pela propriedade lectinica da Gal-1. Portanto, a
eliminacdo deste exon resulta na perda de funcdo desta proteina em reconhecer glicanas
(POIRIER; ROBERTSON, 1993). Visando a identificacdo dos camundongos BALB/c Lgalsl
" gerados ap6s sucessivos cruzamentos (oito geracdes), foram desenhados dois pares de
oligonucleotideos para genotipagem destes camundongos. As caracteristicas dos iniciadores
estdo representadas na Tabela 1, no item Materiais e Métodos. Dessa forma, os camundongos
BALB/c Lgalsl” foram selecionados por reacdo em cadeia da polimerase utilizando um par
de oligonucleotideos (F-GEG1EX2 e R-GEG1EX2) que hibridiza com a regido intronica
“upstream” ao exon 2 e 0 exon 2 inteiro do gene Lgalsl, e outro par de oligonucleotideos (F-
G1KOUP e R-G1KODW) que hidridiza com a regido do exon 1 e parte da regido intrénica
“upstream” ao exon 2, onde foi inserido 0 K7-neo para delecdo do gene Lgalsl (Figura 9A).

O sucesso da geracdo dos camundongos deficientes em Gal-1 foi demonstrado por
PCR seguida de analise do produto amplificado por eletroforese. Apds oito geracGes de
cruzamentos foram obtidos camundongos BALB/c Lgals1”". Camundongos BALB/c Lgals1**
apresentaram o produto da PCR de 326 pb e camundongos Lgal1™ apresentaram o produto de
PCR de 480 pb (Figura 9B). Camundongos BALB/c Lgals1*" apresentaram o produto de PCR

de 326 pb e 480 pb (dado nido apresentado). Os camundongos BALB/c Lgalsl” apés oito

geracOes foram utilizados nos experimentos in vivo.
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Figura 9. Estratégia de delecdo do gene LGALS1 em camundongos da linhagem BALB/c.
Desenho esquematico da regido de hibridizacdo dos oligonucleotideos utilizados para genotipagem de
camundongos BALB/c Lgalsl"’+ e BALB/c Lgalsl'/'. Camundongos selvagens (Lgals1**): regido na
gual os oligonucleotideos F-GEG1EX2 e R-GEG1EX2 se hibridizam se o camundongo apresentar o
gene da Gal-1 (Lgalsl). Camundongos deficientes (Lgals1™): regido na qual os oligonucleotideos
G1KOUP e G1KODW hibridizam se o camundongo ndo apresentar o gene LGALS1 (A). Analise de
DNA da delecdo do gene Lgalsl em camundongos BALB/c. A deteccdo do gene Lgalsl em
camundongos selvagens e em camundongos homozigotos para a delecdo do gene de interesse foi
realizada em gel de agarose a 1% ap0s reacdo de PCR. O produto amplificado de 326 pb é apenas nos
camundongos Lgalle'/+ (B) e o produto amplificado de 480 pb é encontrado apenas nos camundongos
Lgals1™ (C). 1 - 7: BALB/c Lgals1”™ que foi gerado por cruzamentos entre BALB/c Lgalsl™* e
C57BL/6 Lgalsl'/' durante oito geracOes. Branco: controle negativo.

Visando compreender o papel de Gal-1 suscetibilidade a infeccdo experimental

por L. (L.) amazonensis nos avaliamos a infeccdo por este parasito em camundongos de fundo

genético BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1. Para isso, camundongos BALB/c Lgals1™* e

BALB/c Lgals1™ foram infectados na orelha esquerda por via intradérmica com formas
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promastigotas totais de L. (L.) amazonensis em fase estacionaria de crescimento e a evolugéao
da lesdo foi acompanhada semanalmente, por oito semanas (Figura 10A e 10B). NOs
detectamos que até a quinta semana apdés a infec¢do ndo houve diferenca significativa entre os
dois grupos de camundongo. Entretanto, a partir da sexta semana camundongos BALB/c
Lgals1” apresentaram um controle maior da infeccdo por L. (L.) amazonensis quando

+/+

comparados com camundongos BALB/c Lgalsl™" (Figura 10C), essa diferenca se manteve
até a oitava semana apos a infeccdo quando os camundongos foram eutanasiados. Apos oito
semanas de infeccdo foi realizada a quantificacdo da carga parasitaria em orelhas infectadas e
linfonodos drenantes por ensaio de dilui¢do limitante, como descrito no item Materiais e
Métodos. Ndo detectamos diferenca estatistica, na carga parasitaria das orelhas infectadas
entre os dois grupos de camundongos (Figura 11A). Ja os camundongos BALB/c Lgalsl”

apresentaram menor carga parasitaria em linfonodos drenantes quando comparados com

camundongos BALB/c Lgals1** (Figura 11B).
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Figura 10. Cinética da evolucao da infeccdo por L. (L.) amazonensis em camundongos BALB/c
Lgals1"* e BALB/c Lgalsl”. Camundongos fémeas BALB/c Lgals1"* e BALB/c Lgalsl” foram
infectados, intradermicamente, com 1,0 x 10° promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L.
(L.) amazonensis cepa PH8 na orelha esquerda. Imagem representativa da lesdo em orelha esquerda de
camundongo BALB/c Lgals1™* (A) e de camundongo BALB/c Lgalsl” (B) ap6s oito semanas de
infecgdo. (C) Cada ponto representa a média da diferenca entre a orelha infectada e a orelha nédo
infectada + erro padrdo (cinco animais por grupo). Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes. ** indica P < 0,005; *** P < 0,0005; **** P < 0,0001 analise de varidncia (ANOVA)
“two way” seguida por pos-teste de Bonferroni.
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Figura 11. Carga parasitaria da infeccdo por L. (L.) amazonensis em camundongos
BALB/c Lgalsl+’+ e BALB/c Lgalsl"'. Os resultados foram obtidos pela carga parasitaria por
diluicdo limitante. Camundongos fémeas BALB/c Lgals1™ e BALB/c Lgals1” foram infectados,
intradermicamente, com 1,0 x 10° promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L. (L.)
amazonensis cepa PH8 na orelha esquerda. Cada ponto representa o log da média da diluigdo + 1 onde
foram detectados parasitos em cada camundongo * erro padrdo (cinco animais por grupo) apés oito
semanas de infec¢do. (A) Orelha; (B) Linfonodo retromaxilar. Os dados séo representativos de dois
experimentos independentes. ** indica P < 0,005 andlise de variancia (ANOVA) seguida por pés teste
de Bonferroni.

4.3  Efeito da deficiéncia de Gal-1 na restricdo da infeccdo experimental em

macrdfagos

Avaliamos também a atividade fagocitica e leishmanicida de macréfagos
deficientes ou ndo em Gal-1, uma vez que macrofagos sdo as principais células hospedeiras de
Leishmania sp. (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). Para isso, infectamos
macrofagos (elicitados por tioglicolato e obtidos por lavado peritoneal ou obtidos por
diferenciacdo de células precursoras da medula dssea, como descrito no item Materiais e
Métodos) obtidos de camundongos C57BL/6 Lgals1** e C57BL/6 Lgalsl” com L. (L.)
amazonensis. Em seguida, quantificamos a porcentagem de células infectadas e o nimero de
amastigota por célula apds 3, 24 e 48 horas de infeccdo (Figuras 12 e 13). Nao detectamos
diferenga na capacidade de fagocitose em macréfagos obtidos de lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6 Lgals1** e C57BL/6 Lgalsl” (Figura 12A). Da mesma forma, a

Figura 13A, ilustra a similaridade das capacidades fagociticas em macrdéfagos de medula
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6ssea obtidos de C57BL/6 Lgals1™* e C57BL/6 Lgalsl”". Além disso, ndo houve diferenca na
quantidade de amastigota por células quando comparados macrofagos obtidos de lavado
peritoneal de camundongos C57BL/6 Lgals1™* e C57BL/6 Lgalsl” (Figuras 12B e 12C) e
nem em macréfagos de medula éssea obtidos de C57BL/6 Lgals1™* e C57BL/6 Lgalsl™
(Figuras 13B e 13C). Portanto, a auséncia de Gal-1 endégena em macréfagos C57BL/6 nédo
afeta a capacidade de fagocitose e controle da replicacdo do parasito nessas células.

NOs sugerimos que a auséncia de Gal-1 em camundongos de fundo genético
C57BL/6 nédo alterou a resposta a infeccdo experimental in vitro por L. (L.) amazonensis,
indicando que a auséncia dessa proteina pode ser compensada por outros mecanismos na

resposta contra a infeccdo por L. (L.) amazonensis.
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Figura 12. Avaliacdo da atividade fagocitica e leishmanicida em macréfagos de camundongos
C57BL/6 deficientes ou ndo em Gal-1. 2,0 x 10° macréfagos obtidos de lavado peritoneal de
camundongos C57BL/6 Lgals1™* e C57BL/6 Lgalsl” foram infectados com L.(L.) amazonensis. Foi
realizada a coloragdo por Pandtico e o numero de amastigotas por célula foi quantificado por
microscopia de campo claro. (A) Foi quantificada a porcentagem de células infectadas, (B) o nimero
de amastigotas por célula e (C) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula. Os dados
sdo representativos de dois experimentos independentes.
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Figura 13. Avaliacdo da atividade fagocitica e leishmanicida em macréfagos (BMDMs) de
camundongos C57BL/6 deficientes ou ndo em Gal-1. 2,0 x 10° macréfagos obtidos de diferenciacéo
a partir de precursos de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 Lgals1™* e C57BL/6 Lgalsl” foram
infectados com L.(L.) amazonensis. Foi realizada a coloragcdo por Pan6tico e o nimero de amastigotas
por célula foi quantificado por microscopia de campo claro. (A) Foi quantificada a porcentagem de
células infectadas, (B) o nimero de amastigotas por célula e (C) a contagem diferencial do nimero de
amastigotas por célula. BMDMs: macrofagos derivados de medula 6ssea. Os dados sdo representativos
de dois experimentos independentes.

Uma vez que demonstramos que a auséncia de Gal-1 em camundongos de fundo
genético BALB/c (BALB/c Lgalsl™) exerce efeito benéfico para o controle da infeccéo
experimental por L. (L.) amazonensis, avaliamos também a atividade fagocitica e
leishmanicida de macréfagos deficientes ou ndo em Gal-1. Para isso, infectamos macréfagos
elicitados por tioglicolato e obtidos por lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1**
e de BALB/c Lgalsl” com L. (L.) amazonensis e quantificamos a porcentagem de células
infectadas e o nimero de amastigota por célula apds 3 e 24 horas de infec¢do. Para o periodo
de 3 horas apos infeccdo ndo detectamos diferenga na capacidade de fagocitose em
macréfagos de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”, como indicado pelas
porcentagens de células infectadas (Figura 14A) e pelas quantidades de amastigotas por
células (Figura 14B e 14C). Portanto, a auséncia de Gal-1 em macrofagos BALB/c ndo afeta a

capacidade de fagocitose desses macrofagos. Entretanto, ocorreu uma redugdo na
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porcentagem de células infectadas (Figura 14A) e quantidade de amastigota por células
(Figura 14B e 14D) 24 horas ap6s infecgdo em macréfagos obtidos de camundongos BALB/c
Lgals1” quando comparados & macréfagos obtidos de camundongos BALB/c Lgals1™".
Dessa forma, sugerimos que a auséncia de Gal-1 auxilia no processo de controle da replicacdo
intracelular de L. (L.) amazonensis em macrofagos, corroborando nosso dado obtido na

infeccdo experimental em camundongos BALB/c Lgals1™ (Figuras 10 e 11).
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Figura 14. Avaliacdo da atividade fagocitica e leishmanicida em macréfagos de camundongos
BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1. 2,0 x 10° macréfagos obtidos de lavado peritoneal de
camundongos BALB/c Lgals1™ e BALB/c Lgals1™ foram infectados com L.(L.) amazonensis. Foi
realizada a coloragdo por Pandtico e o numero de amastigotas por célula foi quantificado por
microscopia de campo claro. (A) Foi quantificada a porcentagem de células infectadas, (B) o nimero
de amastigotas por célula, (C) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula apds 3
horas de infeccdo e (D) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula apés 24 horas de
infeccdo. Os dados sdo representativos de um experimento. * indica P < 0,05; ** P < 0,005 Teste T de
Student (A e B) e analise de variancia (ANOVA) seguida por pdés teste de Bonferroni (C e D).
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4.4  Analise histologica do sitio da infecgdo e de linfonodo drenante de camundongos
BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1

Para se avaliar o impacto da auséncia da Gal-1 enddgena sobre o dano tissular
provocado no sitio da infecgdo realizamos uma analise histopatoldgica do tecido de orelha néo
infectada e de orelha infectada de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”. A
orelha contralateral foi utilizada como controle (orelha néo infectada). Os cortes histoldgicos
obtidos oito semanas apo6s infeccdo por L. (L.) amazonensis foram corados com hematoxilina
e eosina e analisados em microscopio de campo claro. Nos cortes histolégicos dos grupos
controle notamos que a epiderme e a derme apresentam-se com aspecto usual (Figura 15). Os
aspectos histoldgicos de orelhas ndo infectadas foram similares entre os camundongos
BALB/c Lgals1** (Figuras 15A e 15B) e BALB/c Lgals1™ (Figuras 15C e 15D).

BALB/c Lgals1” Orelha NI

Figura 15. Perfil histopatoldgico de orelha de camundongos BALB/c Lgals1™* e BALB/c Lgals1™”
na auséncia de infeccdo. As imagens correspondem a sec¢des representativas de cortes de tecido de
orelhas ndo infectadas coletadas, processadas, coradas por hematoxilina e eosina, e analisadas de trés
camundongos por grupo. Orelha néo infectada de camundongo BALB/c Lgals1*™* (A e B), orelha ndo
infectada de camundongo BALB/c Lgalsl” (C e D). Aumento de 400 vezes (B e D). Os dados s&o
representativos de um experimento.
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Nos cortes histoldgicos de orelhas de camundongos BALB/c Lgals1™" apds oito
semanas de infeccdo foi detectado na derme a presenca de agregados de células inflamatorias
(Figura 16A), ricos em macrofagos xantomatosos, contendo no seu citoplasma grande
quantidade de estruturas arrendondadas compativeis com L. (L.) amazonensis, indicadas nas
fotomicrografias por setas rosas em aumento de 400 vezes (Figura 16B e 16F). Também
observamos espagos menos densos com vacutolos de gordura (Figura 16F). Eventualmente,
observamos areas de ulceracdo na epiderme sobrejacente indicado nas fotomicrografias por
setas azuis em aumento de 200 vezes (Figura 16E).

Nos cortes histolégicos de orelhas de camundongos BALB/c Lgalsl” apés oito
semanas de infeccdo também detectamos na derme a presenca de agregados de células
inflamatdrias (Figura 16C), com a presenca de macrofagos contendo L. (L.) amazonensis,
indicadas nas fotomicrografias por setas rosas em aumento de 400 vezes (Figura 16H). Além
disso, observamos infiltrado inflamatério com predominio de células linfociticas (Figuras 16C
e 16D). Eventualmente, também demonstramos areas de ulceracdo na epiderme sobrejacente
indicado nas fotomicrografias por setas azuis em aumento de 200 vezes (Figura 16G).

Este conjunto de resultados demonstra que a area de edema do sitio da infec¢éo,
mensurada semanalmente em ambos 0s grupos de camundongos, apresentou-se menor em
camundongos deficientes em Gal-1 (BALB/c Lgalsl”) quando comparados com

+/+

camundongos que apresentam a expressdo de Gal-1 (BALB/c Lgals1™"). A analise
histopatoldgica nos indicou que na auséncia de Gal-1 ha infiltrado inflamatério com
predominio de linfécitos. Além disso, ndo foi detectada diferenca na quantidade de L. (L.)

amazonensis nos cortes histolégicos de ambos os grupos de camundongos analisados.
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Figura 16. Perfil histopatolégico de orelha de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl
" apés infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis. Camundongos fémeas BALB/c Lgals1** e
BALB/c Lgals1” foram infectados com L. (L.) amazonensis. As imagens correspondem a secdes
representativas de cortes de tecido de orelhas infectadas de trés camundongos por grupo apés oito
semanas de infeccdo. Orelha infectada de camundongo BALB/c Lgals1™ (A, B, E, F), orelha
infectada de camundongo BALB/c Lgals1” (C, D, G, H). Aumento de 400 vezes (B, D, F, H), seta
rosa indica presencga de macrofagos contendo L. (L.) amazonensis (B, F, H). Aumento de 200 vezes (E,
G), setas azuis indicam areas de eventual ulceracdo na epiderme. Os dados sdo representativos de um
experimento.
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Avaliamos também o impacto da auséncia da Gal-1 enddgena sobre o dano
tissular provocado no linfonodo drenante do sitio da infeccdo. Para isso, realizamos uma
analise histopatoldgica do tecido de linfonodo retromaxilar na auséncia de infeccdo e de
linfonodo retromaxilar na presenca de infeccdo em camundongos BALB/c Lgalsl™* e
BALB/c Lgalsl” apés oito semanas de infeccdo por L. (L.) amazonensis. O linfonodo
retromaxilar contralateral foi utilizado como controle (linfonodo na auséncia de infeccdo). Os
cortes histologicos foram obtidos e analisados como descrito acima. Nos grupos controle
notamos que 0s centros germinativos linfoides apresentam arquitetura intacta com aspecto
usual, indicados nas fotomicrografias por setas amarelas (Figura 17). Além disso, néo
detectamos diferenga no aspecto histoldgico de linfonodos na auséncia de infeccdo em
camundongos BALB/c Lgals1** (Figura 17A) e BALB/c Lgals1™ (Figura 17B).

Nos cortes histologicos de linfonodos de ambos os grupos de camundongos
infectados houve hiperplasia reacinonal. Nos cortes histologicos de linfonodos de

+/+

camundongos BALB/c Lgalsl™" apds oito semanas de infeccdo com L. (L.) amazonensis
detectamos perda da arquitetura dos centros germinativos linfoides. A figura 18 (A e B)
mostra que os foliculos linfoides estdo desfeitos e os linfécitos estdo espalhados e
entremeados por macréfagos. Também notamos a presenga mais frequente de macréfagos nos

+/+

linfonodos de camundongos BALB/c Lgals1™" quando comparado com cortes histoldgicos de
linfonodos de camundongos BALB/c Lgalsl”, conforme indicado nas fotomicrografias pelas
setas verdes (Figura 18B).

No momento da coleta dos linfonodos ap6s oito semanas de infecgcdo por L. (L.)
amazonensis, nés detectamos que os linfonodos de camundongos BALB/c Lgalsl”
apresentavam maiores em tamanho quando comparados com os linfonodos de camundongos
BALB/c Lgals1"* (dado ndo apresentado). Nos cortes histolégicos de linfonodos de
camundongos BALB/c Lgals1™” apés oito semanas de infeccdo com L. (L.) amazonensis foi
demonstrada a manutencdo da arquitetura dos centros germinativos linfoides, indicado nas
fotomicrografias por setas amarelas (Figuras 18C e 18D), fato que ndo ocorreu na presenca da
infeccdo em camundongos BALB/c Lgalsl** (Figuras 18A e 18B). Além disso, ndo foi
detectada o aumento de macréfagos nos linfonodos de camundongos BALB/c Lgals1™”.

Resumidamente, por meio de anélise histopatologica em camundongos BALB/c
Lgals1”* e BALB/c Lgalsl” demonstramos uma hiperplasia reacional nos linfonodos.
Entretanto, em camundongos deficientes em Gal-1 ocorre manutencdo da arquitetura dos

centros germinativos linfoides, enquanto que, em camundongos que expressam a Gal-1 essa
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hiperplasia do linfonodo é acompanhada por perda da arquitetura dos centros germinativos
linfoides e permeio de outras células imunoldgicas, como macrdfagos na tentativa de controle

da infeccao.

i L

BALB/c Lgals1** Linfonodo NI

Figura 17. Perfil histopatolégico de linfonodo drenante de camundongos BALB/c Lgals1™" e

BALB/c Lgalsl” na auséncia de infeccdo. As imagens correspondem a secdes representativas de
cortes de tecido de linfonodo retromaxilar na auséncia de infeccdo coletados, processados, corados por
hematoxilina e eosina, e analisados de trés camundongos por grupo. Linfonodo de camundongo
BALB/c Lgals1** na auséncia de infeccdo (A), linfonodo de camundongo BALB/c Lgalsl” na
auséncia de infecgdo (B). As setas amarelas demonstram o0s centros germinativos linfoides com
arquitetura usual preservada. Os dados sdo representativos de um experimento.
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Figura 18. Perfil histopatolégico de linfonodo drenante de camundongos BALB/c Lgals1** e
BALB/c Lgalsl” ap6s infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis. Camundongos fémeas
BALB/c Lgals1”* e BALB/c Lgalsl”™ foram infectados com L. (L.) amazonensis. As imagens
correspondem a secdes representativas de cortes de tecido de linfonodo retromaxilar apds oito
semanas de infeccdo. Linfonodo de camundongo BALB/c Lgals1”* (A e B), linfonodo de
camundongo BALB/c Lgals1™ (C e D). A seta verde demostra areas em que ha perda da arquitetura
usual dos centros germinativos linfoides e presenca frequente de macréfagos (A e B). As setas
amarelas demonstram os centros germinativos linfoides com arquitetura usual preservada (C e D). Os
dados séo representativos de um experimento.

4.5  Analise do perfil de citocinas produzido ap6s infeccdo com L. (L.) amazonensis no
sitio da infeccéo e de linfonodo drenante de camundongos BALB/c deficientes ou ndo em
Gal-1

Estudos tem demonstrado o papel de Gal-1 no direcionamento de perfis de
ativacdo de linfocitos T, seja aumentando ou atenuando a resposta inflamatéria (BLOIS et al.,
2007; ILARREGUI et al., 2009; PONCINI et al., 2015; RUBINSTEIN et al., 2004,
TOSCANO et al., 2007). Uma vez demonstrada a importancia de Gal-1 na infecgdo por L.

(L.) amazonensis em camundongos de fundo genético BALB/c, n6s avaliamos o impacto da
63



FLEURI, A. K. A. Resultados

deficiéncia da Gal-1 enddgena para o direcionamento de perfis de ativacdo de linfocitos T
helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), nestes camundongos, considerados susceptiveis a
Leishmaniose experimental. As citocinas foram quantificadas em orelhas de camundongos
BALB/c Lgals1”* e BALB/c Lgalsl” apés oito semanas de infeccdo (Figura 19).
Camundongos BALB/c Lgals1™ apresentaram maior producdo de IFN-y quando comparados

+/+

com camundongos BALB/c Lgals1™" (Figura 19A). Além disso, detectamos uma menor
producdo das citocinas IL-4, 1L-10, IL-12p70 e TNF-o em camundongos BALB/c Lgalsl™
quando comparados com camundongos BALB/c Lgals1*"* (Figuras 19C, 19D, 19E e 19F). A
Figura 19B ilustra que ndo houve diferenca estatitica na producdo de IL-1p quando
comparados o0s dois grupos de camundongo. Em conjunto estes resultados sugerem que na
auséncia de Gal-1 ocorre um controle maior da infec¢do devido a modulacéo de citocinas pré

e antinflamatérias contribuindo para reducdo da carga parasitaria em camundongos de fundo

genético BALBI/c.
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Figura 19. Perfil de citocinas no sitio da infeccdo em camundongos BALB/c Lgalsl*™* e BALB/c
Lgalsl” infectados com L. (L.) amazonensis. Camundongos fémeas BALB/c Lgals1"* e BALB/c
Lgals1™ foram infectados com L. (L.) amazonensis cepa PH8 na orelha esquerda. Quantificacdo de
citocinas pelo ensaio de Milliplex na orelha infectada ap6s oito semanas de infeccdo. (A) Dosagem de
IFN-y em pg/mL, (B) IL-18 em pg/mL, (C) II-4 em pg/mL, (D) IL-10 em pg/mL, (E) IL-12p70 em
pg/mL e (F) TNF-a em pg/mL. * indica P < 0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,0005 Teste de T.

As mesmas citocinas foram quantificadas em linfonodo drenante do sitio da
infeccdo de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl” apés oito semanas de

infeccdo por L. (L.) amazonensis (Figura 20). Camundongos BALB/c Lgalsl” apresentaram
(Figura

+/+

maior produc¢éo de IL-10 quando comparados com camundongos BALB/c Lgalsl
14D). Entretanto ndo detectamos diferenca estatistica na produgédo de IFN-vy, IL-1p, IL-4, IL-
10, IL-12p70 e TNF-a (Figuras 20A, 20B, 20C, 20E ¢ 20F).
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Figura 20. Perfil de citocinas no linfonodo drenante do sitio da infeccdo em camundongos
BALBI/c Lgalsl*”* e BALB/c Lgalsl” infectados com L. (L.) amazonensis. Camundongos fémeas
BALB/c Lgals1"* e BALB/c Lgalsl™ foram infectados com L. (L.) amazonensis cepa PH8 na orelha
esquerda. Quantificacdo de citocinas pelo ensaio de Milliplex em linfonodo retromaxilar esquerdo
apos oito semanas de infeccdo. (A) Dosagem de IFN-y em pg/mL, (B) IL-1B em pg/mL, (C) 1l-4 em
pg/mL, (D) IL-10 em pg/mL, (E) IL-12p70 em pg/mL e (F) TNF-a em pg/mL.. * indica P < 0,05;

Testede T.
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Dentro de uma perspectiva de analise conjunta da participacdo da Gal-1 e da Gal-
4 na LT experimental, nesta etapa, demos continuidade ao trabalho por meio da investigacéo

da Gal-4 neste processo infeccioso.

46  Obtencao e purificacdo de Gal-4 humana recombinante

A producdo e purificacdo de Gal-4 humana recombinante (Gal-4hr) foram
executadas com base em protocolos descritos por Rustiguel e colaboradores (RUSTIGUEL et
al., 2016). Para isso, bactérias E. coli cepa Rosetta foram transformadas com plasmideo
PET28 contendo o gene LGALS4. O sucesso da transformagdo foi acompanhado por PCR
seqguida por eletroforese em gel de agarose. Os oligonucleotideos escolhidos para a
amplificacdo direta do material genético de colbnias de bactérias hibridizam na regido do
promotor T7 de plasmideos PET28, como ilustrado na Figura 21A. Ap6s PCR utilizando
oligonucleotideos para o plasmideo PET28 verificamos que o produto amplificado esperado
de 1141 pb correspondente a 969 pb, regido da Gal-4, somado a 171 pb, correspondente a
sequéncia flanqueadora no gene de interesse foi detectado nestes clones de E. coli (Figura
21B, canaletas 1 a 3). O produto amplificado de 360 pb correspondente ao plasmideo sem o
inserto foi detectado em clones que foram transformados com o plasmideo sem o inserto,
plasmideo vazio (Figura 21B, canaletas 4 a 6). A partir do sobrenadante de extratos brutos
obtidos de lisados de bactérias E. coli que foram transformadas com sucesso com o gene da
Gal-4 e tratadas com o indutor de expressdo génica IPTG (isopropil-p-D-
tiogalactopiranosideo), como descrito no item Materiais e Métodos, foi produzida e purificada
a Gal-4 utilizada nos experimentos deste trabalho.
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T7 promoter - lac operator

"TAATACGACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTC
STAATACGACTCACTATAGG3

Bpu1102 | T7 terminator

ACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGG
3’GATCGTATTGGGGAAS

SAAGGGGTTATGCTAG3
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Figura 21. Confirmagdo da transformacdo bacteriana com o plasmideo contendo o gene
LGALS4. A Gal-4 (Gal-4) utilizada em nossos estudos foi obtida de culturas de bactérias E. coli cepa
Rosetta transformadas com plasmideo PET28 contendo o gene completo da Gal-4 humana. Foram
selecionadas trés colénias de bactérias que foram cultivadas em meio LB &gar suplementado com os
antibioticos de selecdo. Estas colbnias foram submetidas diretamente a PCR utilizando
oligonucleotideos para a regido do promotor T7 do plasmideo PET28 (A). Produto amplificado de
1141 pb correspondente & 969 pb, regido da Gal-4, e 171 pb, sequéncia flanqueadora no gene de
interesse. Produto amplificado de 360 pb corresponde ao plasmideo sem o inserto (B). 1 a 3: col6nias
de bactérias que contém o plasmideo com o inserto do gene Lgals4, 4 a 6: colonias de bactéria que
foram transformadas com o plasmideo sem o inserto. C-: controle negativo. Oligo F: oligonucleotideo
forward. Oligo R: oligonucleotideo reverse. Pb: pares de bases.
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As preparagdes de Gal-4hr purificadas para utilizagdo nos experimentos deste
trabalho foram obtidas por cromatografia de afinidade em resina de agarose-lactose. A
producdo média da Gal-4hr purificada foi de 3,0 mg/L de cultura de bactérias.
Acompanhamos o perfil da cromatografia de afinidade monitorando a absorbancia em 280 nm
das fracbes de 1,0 mL obtidas (Figura 22A). Considerando que a Gal-4hr perde sua
capacidade de reconhecimento de carboidratos na auséncia de seus ligantes e/ou agentes
redutores (CUMMINGS; LIU; VASTA, 2017) as preparacfes de Gal-4hr purificada foram
armazenadas a - 80°C em tampéo de eluicdo (PBS acrescido de 100 mM de lactose e 14 mM
de 2-mercaptoetanol (2-ME). Antes do uso, as preparacdes de Gal-4hr foram submetidas a
cromatografia de exclusdo molecular (PD-10 Desalting Column) para remocao da lactose e do
2-ME. Este procedimento foi acompanhado por leitura da absorbancia em 280 nm (Figura
22B). Ao final deste procedimento, as preparacdes de Gal-4hr foram submetidas a
cromatografia em colunas de agarose-polimixina B para remocdo de LPS
(lipopolissacarideos), esterilizadas em membrana filtrante de 0,22 pm e estocadas a 4°C até o
momento do uso. Observamos que a Gal-4hr purificada, estéril e livre de LPS apresenta-se
homogénea, pois foi possivel detectar apenas uma banda proteica com massa molecular
aproximada de 36 KDa (Figura 22C).
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Figura 22. Perfil cromatogréafico da purificacdo de Gal-4 humana recombinante do extrato
bruto de bactérias por cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. A Gal-4hr foi purificada
em duas etapas: cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. A Gal-4hr purificada teve sua
atividade lectinica preservada pelo uso de 100 mM de lactose e 14 mM de 2-ME em suas preparagoes.
A remocdo destes preservantes das preparacdes de Gal-4hr foi feita por cromatografia de excluséo
molecular (PD-10), antes do uso experimental desta lectina. As fracfes cromatograficas foram
monitoradas por absorbancia em 280 nm. A concentragdo protéica das fragdes foram expressas em
mg/mL. (A) Resina agarose-lactose; (B) exclusdo por peso molecular em resina PD10; (C) Perfil
eletroforético por SDS-PAGE em condi¢es redutoras e dissociantes da Gal-4hr purificada.

A confirmacdo da atividade lectinica de Gal-4hr foi verificada por ensaio de
hemaglutinacdo. Resumidamente, diferentes concentracdes de Gal-4hr foram incubadas com
suspensdo de hemacias humanas a 3% em tampdo PBS, na presenca de 20 mM de lactose 20
(Figura 23, quarta linha), 20 mM de sacarose (Figura 23, terceira linha), e apenas Gal-4hr
(Figura 23, primeira linha) por uma hora. Suspensdes de heméacias somente com o PBS foram
utilizadas como controles (Figura 23, segunda linha). A atividade lectinica desta proteina se
comprova pela aglutinacdo das hemacias nos pocos contendo de 10 a 0,31 uM de Gal-4hr na

auséncia de carboidratos ou na presenca de sacarose. A preservacgdo da atividade lectinica das
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preparacbes homogéneas de Gal-4hr foi demonstrada pela sua capacidade de promover a
aglutinacéo eritrocitaria numa faixa de concentragdo entre 0,31 e 10 uM (Figura 23, primeira
linha). A confirmacdo da participacdo do CRD da Gal-4hr nesta atividade hemaglutinante foi
confirmada pela capacidade da lactose (carboidrato hapteno especifico) inibir este efeito. O
padrdo de hemaglutinacdo da Gal-4hr na presenca do carboidrato hapteno ndo-especifico
(sacarose) foi similar ao detectado na auséncia de carboidratos. 1sso ocorre devido capacidade
de Gal-4hr reconhecer lactose por meio de seus CRDs, impedindo o reconhecimento de
glicanas na superficie das hemaécias, por esta galectina, fazendo com que as hemacias se

depositem ao fundo do pogo.

Concentraciao de Gal-4hr [pM]

10 5,0 25 125 0,625 0,3125 0,156 0,078

Gal-4hr

PBS

Sac 20 mM

Lac 20 mM

Figura 23. Atividade hemaglutinante das preparacgdes de Gal-4. Ap6s purificacdo, remoc¢do de
LPS e filtragdo em 0,22 um, diferentes concentragdes de Gal-4hr foram submetidas a ensaio de
hemaglutinagdo na presenca de lactose, sacarose e PBS. Sac 20 mM: sacarose a 20 mM. Lac 20 mM:
lactose a 20 mM.
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4.7  Obtencéo e purificacdo de Gal-1 humana recombinante

As preparacfes purificadas de Gal-1 humana recombinante (Gal-1hr) foram
obtidas com o uso de procedimentos previamente descritos (DIAS-BARUFFI et al., 2003).
Basicamente, os sobrenadantes de lisados de bactérias E. coli transformadas com o gene da
Gal-1 contido no vetor PQU-50 e tratadas com o indutor de expressdo génica IPTG (isopropil-
-D-tiogalactopiranosideo) foram submetidos a cromatogradia de afinidade em resina de
agarose-lactose. A producdo média da Gal-1lhr purificada foi de 30 mg/L de cultura de
bactérias. Acompanhamos o perfil da cromatografia de afinidade monitorando a absorbancia
em 280 nm das fragdes de 1,0 mL obtidas (Figura 24A). Considerando que a Gal-1hr perde
sua capacidade de reconhecimento de carboidratos na auséncia de seus ligantes e/ou agentes
redutores as preparacdes de Gal-1hr foram armazenadas a - 80°C em tampao de elui¢do (PBS
acrescido de 100 mM de lactose e 14 mM de 2-mercaptoetanol (2-ME). Antes do uso, as
preparacfes de Gal-1hr foram submetidas a cromatografia de exclusdo molecular (PD-10
Desalting Column) para remocao da lactose e do 2-ME. Este procedimento foi acompanhado
por leitura da absorbancia em 280 nm (Figura 24B) e SDS-PAGE. A analise eletroforética das
preparacdes de Gal-lhr mostrou um elevado grau de homogeneidade, uma vez que foi
possivel detectar apenas uma banda proteica com massa molecular aproximada de 15 kDa
(Figura 24C).
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Figura 24. Perfil cromatogréfico da purificagdo de Gal-1 humana recombinante do extrato
bruto de bactérias por cromatografia de afinidade e excluséo molecular. A Gal-1hr foi purificada
em duas etapas: cromatografia de afinidade e exclusdo molecular. A Gal-1hr purificada teve sua
atividade lectinica preservada pelo uso de 100 mM de lactose e 14 mM de 2-ME em suas preparacoes.
As fragBes cromatograficas foram monitoradas por absorbancia em 280 nm. A concentracdo proteica
das fracbes foram expressas em mg/mL. (A) Perfil cromatogréfico em resina agarose-lactose; (B)
exclusdo por peso molecular em resina PD10; (C) Perfil eletroforético por SDS-PAGE em condigoes
redutoras e dissociantes de Gal-1hr purificada. DO: densidade dptica.

A confirmagdo da atividade lectinica de Gal-1hr foi verificada por ensaio de
hemaglutinacdo. Observamos a aglutinagdo das hemacias nos pogos contendo de 4,0 a 1,0 uM
de Gal-1hr na auséncia de lactose ou na presenca de sacarose (Figura 25, segunda e terceira
linhas). A presenca de 20 mM de lactose nos pogos com as mesmas concentragdes de Gal-1hr
inibe a atividade hemaglutinante desta galectina. 1sso ocorre devido a lactose se ligar ao CRD
de Gal-1hr, impedindo o reconhecimento de glicanas na superficie das hemaécias, fazendo com

que as hem@cias se depositem ao fundo do poco (Figura 25, primeira linha).
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Concentrag¢ao de Gal-1hr [uM]
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Figura 25. Atividade hemaglutinante das preparagdes de Gal-1. Apos purificagdo, remogdo de
LPS e filtragdo em 0,22 um, diferentes concentracdes de Gal-lhr foram submetidas a ensaio de
hemaglutinacéo na presenca de lactose ou de sacarose. Foi utilizada uma suspenséo de hemécias a 3%.
Sac 20 mM: sacarose a 20 mM. Lac 20 mM: lactose a 20 mM.

4.8  Gal-1 humana recombinante ndo se liga a superficie de Leishmania sp.

As galectinas podem se ligar a glicoconjugados presentes na superficie de
microorganismos e ativar respostas imunoldgicas. Ja foi demonstrado que Gal-3 e Gal-9
reconhecem LPG de L. (L.) major, sendo este reconhecimento benéfico para o parasita e
favorecendo a invasdo na célula hospedeira e sucesso na infeccdo (PELLETIER et al., 2003;
PELLETIER; SATO, 2002). Dessa forma, nds investigamos se Gal-1 poderia se ligar a
superficie de L. (L.) amazonensis, e se este seria um mecanismo direto de controle da
replicacdo do parasito no hospedeiro. Para avaliar se ocorre a ligacdo de Gal-1 a superficie de
Leishmania sp., Gal-1hr foi derivatizada com FITC (Gal-1hr-FITC), e este procedimento de
conjugacdo ndo interferiu na atividade lectinica da Gal-1hr (dados ndo mostrados). Gal-1hr
ndo foi capaz de interagir com L. (L.) amazonensis, tanto na presenca ou auséncia dos
carboidratos lactose (carboidrato hapteno especifico) ou sacarose (carboidrato hapteno néo
especifico) (Figura 26A). Ainda, testamos se Gal-1hr poderia se ligar a outras espécies de
Leishmania (Figuras 26A e 26B). Como indicado na Figura 27, a Gal-1hr-FITC ndo se ligou a

superficie nenhuma das outras espécies de Leishmania utilizadas neste experimento. Este
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resultado sugere que a participacdo da Gal-1 na evolucdo da LT experimental ndo ocorre por

meio de uma interacdo direta com o parasito
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Figura 26. Gal-1 nao se liga & superficie de Leishmania sp. 5,0 x 10° promastigotas de diferentes
espécies de Leishmania, em fase estaciondria foram utilizadas neste experimento. Gal-1lhr foi
previamente derivatizada com FITC (Gal-1hr-FITC). A concentragdo de Gal-1hr utilizada foi de 1,0
uM. Em seguida, os parasitos foram incubados por 1 hora, em banho de gelo, com Gal-1hr na presenca
ou auséncia de 20 mM de lactose (Gal-1 + Lac) ou sacarose (Gal-1 + Sac). A porcentagem de células
FITC positivas foi determinada por citometria de fluxo com o equipamento FACSCanto BD. (A) L.
(L.) amazonensis cepa PH8, L. (L.) infantum cepa PP75, L. (L.) tropica cepa STRAIN OD, L. (V.)
gyuanensis cepa M4147; (B) L. (L.) mexicana cepa BEL21, L. (L.) major cepa LV39, L. (L.) hertigi
cepa C8, L. (V.) equatorensis cepa LSP1, L. (V.) colombiensis cepa 582.34, L. (V.) lainsoni cepa
M6426. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes.
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49  Gal-4 humana recombinante se liga a superficie de L. (L.) amazonensis e nao
altera a viabilidade do parasito

Nos questionamos se a Gal-4 poderia se ligar a superficie de L. (L.) amazonensis.
Para isso, Gal-4 foi derivatizada com FITC (Gal-4hr-FITC), e a anélise foi feita por citometria
de fluxo. A Figura 27 mostra que a Gal-4hr-FITC se ligou a superficie de L. (L.) amazonensis
de modo concentragdo-dependente. Na presenca de lactose, e ndo de sacarose, ocorreu uma
significativa redugdo da interacdo Gal-4hr-FITC e Leishmania (Figura 27A). Este achado
indica que a capacidade da Gal-4 em reconhecer carboidratos esta envolvida em sua interacéo
como L. (L.) amazonensis. Diferente da Gal-1 que apresenta um Unico dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD), a Gal-4 é classificada como uma galectina de
repeticdo em série (tandem-repeat), portanto apresenta dois CRDs diferentes ligados atraves
de um peptideo ligador (HADARI et al., 1995). Para avaliar qual dos CRDs € responsavel
pela ligacdo a L. (L.) amazonensis nos utilizamos os dominios de Gal-4 separados separados e
conjugados ao fluoréforo FITC. A Figura 27B mostra que os dominios isolados (CRD1 e

CRD?2) da Gal-4hr ndo séo capazes de interagir com a superficie de L. (L.) amazonensis.
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Figura 27. A forma integra da Gal-4, diferentemente de seus dominios isolados, interage com a
superficie de L. (L.) amazonensis. 1,0 x 10° promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa PH8, em fase
estacionaria de crescimento foram utilizadas neste experimento. Gal-4hr e seus dominios foram
previamente derivatizados com FITC. (A) Gal-4hr foi utilizada nas concentragdes de 1,0 uM e 4,0 uM.
Em seguida, L. (L.) amazonensis foi incubada por 1 hora em banho de gelo com Gal-4hr a 1,0 uM e
4,0 uM, ou Gal-4hr 1,0 uM na presenga ou auséncia de 20 mM de lactose (Lac) ou de 20 mM de
sacarose (Sac). A porcentagem de células FITC positivas foi analisada em citometria de fluxo. (B)
Gal-4hr, Gal-4 D1 e Gal-4 D2 foram utilizadas nas concentra¢fes de 0,0625 uM, 0,25 uM, 1,0 uM e
4,0 uM, Gal-4hr, Gal-4 D1, Gal-4 D2 a 1,0 uM na presenca de 100 mM de lactose (Lac). Em seguida,
L. (L.) amazonensis foi incubada por 1 hora em banho de gelo com as diferentes condi¢fes de
tratamento. A porcentagem de células FITC positivas foi analisada em citometria de fluxo FACSCanto
BD. Gal-4 D1: Gal-4 CRD1. Gal-4 D2: Gal-4 CRD2. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes. * indica P < 0,05; ** P < 0,005; # em relag&o ao tratamento com Gal-4 a

1,00u4,0 uM, Testede T.
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Gal-4hr liga-se a superficie de bactérias E. coli que expressam antigeno mimético
ao antigeno B humano e promove a morte destes microorganismos (STOWELL et al., 2010).
Diante disto, nos questionamos se a ligacdo de Gal-4hr a superficie de L. (L.) amazonensis
poderia provocar a norte do parasito. Para isso, avaliamos a viabilidade de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis tratadas com Gal-4hr com o uso do ensaios de MTT,
como descrito na secdo de material e métodos. Utilizamos como controle de vida (CV)
promastigotas de L. (L.) amazonensis incubadas apenas em meio Schneider’s e controle de
morte o tratamento com 50 UM de Anfotericina B. As formas promastigotas cultivadas em
meio Schneider’s apresentaram 100% de viabilidade celular, enquanto que o tratamento com
50 uM de Anfotericina B ocasionou drastica reducdo da viabilidade celular de formas
promastigotas do parasito. Curiosamente, a Gal-4hr ndo provocou reducdo da viabilidade
celular formas promastigotas de L. (L.) amazonensis quando comparado ao parasito tratado
com Anfotericina B (Figura 28A).

Com o objetivo de darmos maior robustez aos dados ilustrados pela Figura 28A,
investigamos a potencial capacidade da Gal4hr promover a morte de L. (L.) amazonensis por
meio de outra técnica: a incorporacdo de iodeto de propideo (Pl) medida por citometria de
fluxo. Assim, formas promastigotas de L. (L.) amazonensis foram tratadas com Gal4hr, PBS
(controle de vida) ou 10 mM de peroxido de hidrogénio (referéncia de morte). L. (L.)
amazonensis tratadas com diferentes concentracdes de Gal-4hr, na presenca ou auséncia de
sacarose, apresentaram porcentagens de viabilidade celular semelhantes ao PBS. Entretanto, o
tratamento com 10 mM de perdxido de hidrogénio provocou reducdo da viabilidade celular de
formas promastigotas do parasito (Figura 28B). Diante disso, sugerimos que a interacdo de
Gal-4hr com glicoconjugados da superficie de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis

ndo promove a morte do parasito nas concentracGes e tempos avaliados neste estudo.
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Além disso, avaliamos se a interagdo de Gal-4hr com gliconjugados de L. (L.)
amazonensis poderia causar alteracdo na morfologia do parasito. Neste ensaio formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis em fase estaciondria de crescimento foram tratadas com
4,0 uM de Gal-4hr (diluida em PBS) por 1 hora em banho de gelo. Utilizamos como controle
de vida promastigotas de L. (L.) amazonensis incubadas apenas em PBS por 1 hora em banho
de gelo. Apds este periodo os parasitos foram aderidos em laminas através de centrifugacéao
em centrifuga para citologia de bancada (Cito-Spin). As laminas foram fixadas, coradas e
analisadas em microscépio de campo claro. Observamos que na condigdo controle, incubacéo
apenas com PBS, as formas promastigotas apresentam-se com morfologia e coloracdo usuais
com a presenca de alguns agregados de parasitos (Figura 29A). Estes achados sugerem que a
Gal-4hr liga-se na superficie de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e causa a
agregacdo e alteracdo morfoldgica destes parasitos, na auséncia de morte celular (Figura
29B).
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Figura 28. Gal-4 se liga a superficie de L. (L.) amazonensis e ndo altera a viabilidade do parasito.
(A) 1,0 x 10° formas promastigotas totais de L. (L.) amazonensis cepa PH8, em fase estacionaria de
crescimento foram tratadas ou ndo com diferentes concentragfes de Gal-4 hr por 24 horas em estufa
BOD a 26°C. Apo6s 24 horas de incubacdo foi adicionado o MTT e a placa foi incubada por 4 horas em
estufa BOD a 26°C. O sal de formazan produzido foi solubilizado com DMSO. A leitura da
absorbancia em 570 nm foi realizada em espectrofotdmetro. (B) 1,0 x 10° formas promastigotas L. (L.)
amazonensis foram tratadas ou ndo com diferentes concentragdes de Gal-4 hr por 1 hora em banho de
gelo. Controle de morte: L. (L.) amazonensis tratada com 10 mM de H,O, por 1 hora a temperatura
ambiente. A aquisicdo e analise dos dados foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto BD. CV:
controle de vida em meio Schneider’s suplementado com 10% de soro fetal bovino. Anf. B:
anfotericina B a 50 uM. PBS: salina tamponada com fosfato. H,0,: per6xido de hidrogénio a 10 mM.
Lac: lactose a 40 mM. Sac: sacarose a 40 mM. Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes. *** indica P < 0,0005; ****P < 0,0001, Teste de T.
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!

Gal-4hr [4,0 uM]

Figura 29. Gal-4 promove aglutinagdo de L. (L.) amazonensis e alteracdo no aspecto morfoldgico
de formas promastigotas. 1,0 x 10° formas promastigotas em fase estacionaria de crescimento de L.
(L.) amazonensis cepa PH8 foram tratadas ou ndo com 4,0 uM de Gal-4 hr por 1 hora em banho de
gelo. Em seguida, as amostras foram fixadas em Iaminas por centrifugacdo a 500 rpm por 5 minutos.
As laminas foram coradas por Pandtico. L. (L.) amazonensis tratada com PBS (A). L. (L.) amazonensis
tratada com Gal-4hr. (B). Imagens adquiridas em microscopio de campo claro em aumento de 400

Vezes.
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410 Gal-4 humana recombinante reconhece Lipofosfoglicanos purificados de L. (L.)

amazonensis

O glicoconjugado expresso em maior quantidade na superficie de formas
promastigotas de Leishmania é o lipofosfoglicano (LPG). Diante disso, nos questionamos se o
LPG de L. (L.) amazonensis poderia ser um ligante para Gal-4hr. Com o uso de reacgdes de
ELISA, foi possivel demonstrar que a Gal-4hr é capaz de ligar-se a preparacdes de LPG
purificadas de duas cepas de L. (L.) amazonensis, a PH8 (isolada do hospedeiro invertebrado)
e a Josefa (isolada de hospedeiro humano) (Figura 30). A Figura 30A demostra que Gal-1hr
ndo foi capaz de interagir com o LPG, assim como também ndo foi capaz de interagir com a
superficie celular de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis (Figura 26). Considerando
gue 0 requerimento quimico para a ligacdo de galectinas é a presenca de motivos de f-
galctosideos (ARTHUR et al., 2015), este resultado sugere que a Gal-4hr pode reconhecer
residuos de galactose na estrutura do LPG, como localizados nas regiGes conservadas de
Gal(p1,4)Man(al,3), galactose presente nas ramificagbes laterais e galctose presente no
oligossacarideo terminal (NOGUEIRA et al., 2017). Os dados apresentados até 0 momento
neste trabalho indicam que o LPG pode ser um importante alvo molecular associado a
interacdo entre Gal-4 e L. (L.) amazonensis.
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Figura 30. Lipofosfoglicano de L. (L.) amazonensis é um alvo molecular de Gal-4. (A) Placas de
96 pocos foram sensibilizadas com 5,0 ug de LPG de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
cepa PH8. Em seguida, foram adicionadas Gal-4hr e Gal-1hr, nas concentra¢des indicadas no gréfico,
na presenga ou auséncia de 20 mM de lactose ou de 20 mM de sacarose. A detec¢do da ligagdo de Gal-
4hr ou de Gal-lhr ao LPG foi realizada utilizando anticorpo primario anti-Gal-1 e anti-Gal-4
(anticorpo policlonal). A leitura da absorbancia em 450 nm foi realizada em espectrofotémetro. Lac:
lactose. Sac: sacarose. (B). Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 5,0 ug de LPG de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa Josefa. Em seguida, foram adicionadas Gal-4hr nas
concentracdes indicadas no grafico, na presenca ou auséncia de 100 mM de lactose ou de 100 mM de
sacarose. O blogueio foi realizado utilizando-se 3% de BSA. A deteccdo da ligacéo de Gal-4hr ao LPG
foi realizada como descrito em (A). Os dados séo representativos de dois experimentos independentes.
*indica P < 0,05, *** P < 0,005, *** P < 0,0005, Teste de T.
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4.11 O tratamento de L.(L.) amazonensis, mas ndo o tratamento de macréfagos, com
Gal-4 humana recombinante promove o controle da replicacdo do parasito em

macrdfagos BALB/c selvagens

O LPG de Leishmania participa no processo de metaciclogénese de formas
promastigotas e modulacdo e estabelecimento da infeccdo em células hospedeiras (SACKS;
KAMHAWI, 2001; TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Nossos achados até o momento
demostraram que o LPG é um alvo molecular de Gal-4 e que esta lectina é recrutada para o
sitio da infec¢do em camundongos. Sendo assim, nos questionamos se a presencga de Gal-4hr
durante a infeccdo experimental seria benéfica para o controle da replicacdo do L. (L.)
amazonensis por células hospedeiras. Para isso realizamos duas abordagens: (1) pré-
tratamento de macrofago com Gal-4hr, seguido de sua infecdo parasitaria e avaliacdo de suas
capacidades fagocitica e leishmanicida; (2) infeccdo de macro6fagos com L. (L.) amazonensis
pré-tratada com Gal-4hr, seguida da avaliacdo de suas capacidades fagocitica e leishmanicida.

Os resultados relacionados a abordagem (1) mostraram ndo haver diferencas nas
capacidades fagociticas de macréfagos obtidos de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c
Lgals1” tratados com Gal-4hr, como indicado pelas porcentagens de células infectadas
(Figura 31A) e quantidade de amastigotas por células (Figuras 31B, 31C e 31D). Portanto, o
tratamento de macréfagos deficientes ou ndo em Gal-1 (BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”
) com as concentracBes de Gal-4hr e tempos avaliados ndo afetou a capacidade de fagocitose

desses macrofagos.
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Figura 31. O tratamento de macrofagos com Gal-4 exdgena ndo altera a fagocitose de L.(L.)
amazonensis em macréfagos BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1. 2,0 x 10° macréfagos obtidos de
lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1™ e BALB/c Lgalsl” foram tratados,
anteriormente a infecgdo, com 4,0 uM de Gal-4hr ou 1,0 uM de Gal-4hr por 1 hora em estufa a 37°C a
5% de CO,. Os macrofagos foram infectados com L.(L.) amazonensis cepa PH8, em fase estacionaria
de crescimento, na proporcdo de 10 parasitos para 1 célula por 3 horas. Foi realizada a coloragdo por
Pandtico e o numero de amastigotas por célula foi quantificado por microscopia de campo claro. (A)
Foi quantificada a porcentagem de células infectadas, (B) o nimero de amastigotas por célula, (C) a
contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na condicdo de tratamento dos macr6fagos
com 4,0 uM de Gal-4hr e (D) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na condicéo
de tratamento dos macréfagos com 1,0 uM de Gal-4hr. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes. Meio: RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Ndo houve
diferenca estatistica entre 0s grupos.

Os resultados relacionados a abordagem (2) demonstraram que a infeccdo de
macréfagos obtidos de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”™ com L. (L.)
amazonensis pré-tratada com Gal-4hr, ndo alterou a capacidade de fagocitose destes
macrofagos, como indicado pelas semelhancas nas porcentagens infeccdo celular (Figura
32A) e quantidade de amastigota por células (Figuras 32B, 32C e 32D). Portanto, 0
tratamento de L. (L.) amazonensis com as concentracfes de Gal-4hr e tempos avaliados nédo
afetou a capacidade de fagocitose de macrofagos deficientes ou ndo em Gal-1 (BALB/c
Lgals1** e BALB/c Lgals1™).
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Figura 32. O tratamento de L.(L.) amazonensis com Gal-4 exdgena nao altera a fagocitose deste
parasito em macrofagos BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1. Anteriormente a infecgéo,
promastigotas de L.(L.) amazonensis cepa PH8 em fase estacionaria de crescimento, foram tratadas
com 4,0 uM de Gal-4hr ou 1,0 pM de Gal-4hr por 1 hora em banho de gelo. Os macréfagos 2,0 x 10°
macrofagos, obtidos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1”* e BALB/c Lgalsl”,
foram infectados com L.(L.) amazonensis, tratada com Gal-4hr, na proporcdo de 10 parasitos para 1
célula por 3 horas. Foi realizada a coloracdo por Pandtico e o niUmero de amastigotas por célula foi
guantificado por microscopia de campo claro. (A) Foi quantificada a porcentagem de células
infectadas, (B) o numero de amastigotas por célula, (C) a contagem diferencial do nimero de
amastigotas por célula na condicdo de tratamento de Leishmania com 4,0 uM de Gal-4hr e (D) a
contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na condicéo de tratamento de Leishmania
com 1,0 uM de Gal-4hr. Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes. Meio:
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.

Em seguida, avaliamos se o pré-tratamento de macrofagos ou de L. (L.)
amazonensis com Gal-4hr poderia alterar a atividade leishmanicida destes fagocitos. A Figura
33 ilustra a semelhanca nas atividades leishmanicidas de macréfagos de camundongos
BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl” tratados com 4,0 ou 1,0 uM de Gal-4hr, como indicado
pela similaridade numérica das porcentagens de macrofagos infectados (Figura 35A) e das
guantidades de amastigota por fagdcito (Figuras 33B, 33C e 33D). Curiosamente, 0s
macréfagos derivados de animais BALB/c Lgalsl”, independente do tratamento com Gal-4hr,
controlam de forma mais eficiente a infeccdo experimental quando comparados com

+/+

macrofagos de animais selvagens (BALB/c Lgals1™"). Este dado refor¢a os achados in vivo
sobre a menor suscetibilidade de camundongos BALB/c Lgalsl” em comparagdo com oS
camundongos selvagens da mesma linhagem (Figura 14). Portanto, o tratamento de
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+/+

macréfagos (BALB/c Lgalsl** e BALB/c Lgalsl”™) com as concentracbes de Gal-4hr e

tempos avaliados ndo afetou a capacidade de restrichio da multiplicagdo de L. (L.)
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Figura 33. O tratamento de macréfagos com Gal-4 exdégena ndo altera a multiplicacdo de L.(L.)
amazonensis em macrofagos BALB/c deficientes ou ndo em Gal-1. 2,0 x 10° macrdfagos obtidos de
lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1™ e BALB/c Lgalsl” foram tratados,
anteriormente a infeccdo, com 4,0 UM de Gal-4hr ou 1,0 uM de Gal-4hr por 1 hora em estufa a 37°C a
5% de CO,. Os macrofagos foram infectados com L.(L.) amazonensis cepa PH8, em fase estacionaria
de crescimento, na propor¢do de 10 parasitos para 1 célula por 3 horas. Os pogos foram lavados,
adicionado meio RPMI e as células foram incubadas por 24 horas. Foi realizada a coloracdo por
Pandtico e o numero de amastigotas por célula foi quantificado por microscopia de campo claro. (A)
Foi quantificada a porcentagem de células infectadas, (B) o nimero de amastigotas por célula, (C) a
contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na condicdo de tratamento dos macréfagos
com 4,0 uM de Gal-4hr e (D) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na condicéo
de tratamento dos macréfagos com 1,0 uM de Gal-4hr. Os dados sdo representativos de dois
experimentos independentes. Meio: RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. * indica P <
0,05; ** P < 0,005 Teste de T (A e B) e analise de variancia (ANOVA) seguida por pés teste de
Bonferroni (C e D).

Também avaliamos se o tratamento de L. (L.) amazonensis com Gal-4hr poderia
alterar a atividade leishmanicida dos macrofagos deficientes ou ndo de Gal-1. Observamos

+/+

qgue macrofagos de camundongos BALB/c Lgalsl™ quando infectados com L. (L.)
amazonensis pré-tratadas com Gal-4hr, controlam a infeccdo de forma similar ao observado

em macréfagos de camundongos BALB/c Lgalsl™, pré-tratados ou ndo com Gal-4hr (Figura
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34). Este controle da infeccdo foi observado pela reducdo da porcentagem de células
infectadas (Figura 34A) e reducdo da quantidade de amastigota por células (Figuras 34B, 34C
e 34D). Portanto, sugerimos que o tratamento de L. (L.) amazonensis com Gal-4hr exdgena
favorece o controle da replicacdo do parasito, apenas, em macrofagos obtidos de

camundongos selvagens (BALB/c Lgals1*™).
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Figura 34. O tratamento de L.(L.) amazonensis com Gal-4 exdgena favorece o controle da
replicacdo do parasito em macréfagos BALB/c Lgas1*™. Anteriormente & infeccéo, promastigotas
de L.(L.) amazonensis cepa PH8 em fase estacionaria de crescimento, foram tratadas com 4,0 uM de
Gal-4hr ou 1,0 pM de Gal-4hr por 1 hora em banho de gelo. Os macréfagos 2,0 x 10° macréfagos,
obtidos de lavado peritoneal de camundongos BALB/c Lgals1** e BALB/c Lgalsl”, foram infectados
com L.(L.) amazonensis, tratada com Gal-4hr, na proporcéo de 10 parasitos para 1 célula por 3 horas.
Os pocos foram lavados, adicionado meio RPMI e as células foram incubadas por 24 horas. Foi
realizada a coloragdo por Pandtico e o numero de amastigotas por célula foi quantificado por
microscopia de campo claro. (A) Foi quantificada a porcentagem de células infectadas, (B) o nimero
de amastigotas por célula, (C) a contagem diferencial do nimero de amastigotas por célula na
condi¢do de tratamento de Leishmania com 4,0 uM de Gal-4hr e (D) a contagem diferencial do
nimero de amastigotas por célula na condicdo de tratamento de Leishmania com 1,0 uM de Gal-4hr.
Os dados sdo representativos de dois experimentos independentes. Meio: RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino. * indica P < 0,05; ** P < 0,005 Teste de T (A e B) e analise de variancia
(ANOVA) seguida por pds-teste de Bonferroni (C e D). # em relagdo a condicdo macréfagos BALB/c
Lgals1™* tratados apenas com meio RPMI.
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+/+

412 A injecdo intraperitoneal de Gal-4hr em camundongos BALB/c Lgasl™" causa o

seu acumulo no sitio da infeccéo por L. (L.) amazonensis

Com base em alguns resultados deste trabalho e dados da literatura: i) Gal4-hr
liga-se a superfie de L. (L.) amazonensis (Figuras 28 e 31), possivelmente, via o
reconhecimento de LPG; ii) a interagdo Gal-4hr e L. (L.) amazonensis favorece o controle de
replicacdo parasitaria em macréfagos obtidos de camundongos BALB/c Lgasl** (Figura 3);
iii) Gal-4 apresenta fungbes de modulacdo da resposta imunoldgica e ligacdo a patdgenos
(ARASU et al., 2017; CHEN et al., 2019a; HOKAMA et al., 2004; STOWELL et al., 2010),
testamos se Gal-4 poderia estar presente no sitio da infeccdo experimental por L. (L.)
amazonensis. Para isso, utilizamos o modelo de infeccdo experimental de suscetibilidade,

+/+

camundongos BALB/c Lgals1™" foram infectados na orelha esquerda por via intradérmica

com 1,0 x 10° formas promastigotas totais de L. (L.) amazonensis em fase estacionéria de

+/+

crescimento. Utilizamos camundongos BALB/c Lgalsl™ n&o infectados como controle
negativo. Visando avaliar se Gal-4hr seria recrutada para o sitio da infeccdo ou linfonodo
drenante, esta lectina foi marcada com tecnécio radioativo, sendo denominada Gal-4*"Tc.
Primeiro, avaliamos a eficiéncia da radiomarcacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC, do inglés high performance liquid cromatography). Estes resultados séo apresentados
na Figura 35, cromatograma do radioativo HYNIC->"Tc detectado com detector de radiagdo
Gabi (Figura 35A), cromatograma de aborbancia registrado em 220 nm (Figura 35B) e 280
nm (Figura 27C) de Gal-4-HYNIC-*"Tc. Demonstramos que a Gal-4hr foi eficientemente
radiomarcada com **™Tc com tempo de retencdo de cerca de 9,4 minutos. Ndo foram
detectadas impurezas radioativas e ndo radioativas. Os resultados da deteccdo de Gal-4*™Tc
(Gal-4-HYNIC-*"Tc) in vivo sdo apresentados em formato de imagens e gréfico
representativo (Figura 36), em que sdo observadas imagens de tomografia computadorizada
(CT), imagens de tomografia computadorizada por emissdo de féton unico (SPECT), e a
sobreposicao das imagens de tomografia computadorizada e tomografia computadorizada por
emissdo de foton Gnico (SPECT/CT). Em camundongos BALB/c Lgals1** na auséncia de
infeccdo demonstramos que a Gal-4*"Tc apresenta-se predominantemente nos rins dos
camundongos (Figura 36A, imagem composta por SPECT/CT), isso demostra que Gal-4*™Tc
tem alta taxa de depuracdo renal assim como ja demonstrada por outras moléculas
radiomarcadas (SARCINELLI et al., 2016). Curiosamente, detecmos o recrutamento de Gal-

+/+

4hr para a orelha esquerda, sitio da infecgdo, de camundongos BALB/c Lgalsl™" apés oito
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semanas de infeccdo por L. (L.) amazonensis (Figura 36B, imagem composta por
SPECT/CT). O gréfico representativo da deteccdo de Gal-4°*"Tc nas orelhas direita e
esquerda de camundongos ndo infectados e camundongos infectados confirma os nossos
achados, é possivel notar que Gal-4 exdgena (Gal-4*™Tc) esté presente em grande quantidade

+/+

no sitio da infeccdo de camundongos BALB/c Lgalsl™ quando comparado com a orelha
contralateral que n&o foi infectada e com as orelhas dos camundongos nédo infectados (Figura

36C).
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Figura 35. Controle de qualidade de Gal-4-HYNIC-*"Tc por HPLC analitico. (A) Cromatograma
da radioatividade HYNIC-*"Tc detectado com detector de radiacdo Gabi (Raytest-Alemanha) e (B, C)
cromatograma de aborbancia registrado em 220 nm (B) e 280 nm (C) de Gal-4-HYNIC-*"Tc. Coluna:
Protein-Pak 125 I-125A 10 pM 7,8 x 300 mm (Waters-USA), fluxo 1,0 mL/min. Fase mével: 50 mM
de tampao fosfato, pH=7,0. mV: miliVolts. mAU: unidade de absorbancia. Eixo X: tempo em minutos.
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Figura 36. Gal-4 exdgena é recrutada para o sitio da infeccdo experimental por L. (L.)
amazonensis. Camundongos fémeas BALB/c Lgalsl“+ foram infectados, intradermicamente, com 1,0
x 10° promastigotas em fase estacionéria de crescimento de L. (L.) amazonensis cepa PH8 na orelha
esquerda. Deteccdo de Gal-4-*"Tc apds 8 semanas de infeccdo. (A) Imagem representativa de
camundongo BALB/c Lgals1** ndo infectado, BALB/c NI, (B) camundongo BALB/c Lgals1*™
infectado, BALB/c infectado, (C) grafico representativo da deteccfo de Gal-4-*"Tc. CT: imagem de
tomografia computadorizada; SPECT: imagem de tomografia computadorizada por emissdo de féton

Unico; SPECT/CT: combinagdo das imagens de tomografia computadorizada e emissdo de foton
anico.
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5. DISCUSSAO

Por meio deste trabalho demonstramos que a Gal-1 e a Gal-4 participam da
evolucdo da infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis, por diferentes vias. O
envolvimento da Gal-1 ndo depende de sua interacdo direta com moléculas da superficie do
parasito, enquanto que a participacdo da Gal-4 parece depender de sua ligagdo com um
importante glicoconjugado da superficie deste parasito, o LPG. A interacdo Gal-4-parasito
favorece a atividade leishmanicida de macrofagos obtidos de camundongos selvagens da
linhagem BALB/c, enquanto a auséncia do gene da Gal-1 nesta linhagem de camundongos
promove um padrdo de resposta imunologica que desfavorece a progressdo desta infeccgdo
experimental.

O estudo do papel da Gal-1 na leishamaniose tegumentar experimental iniciou-se
pela obtencdo de camundongos BALBI/c, linhagem susceptivel a infeccdo por Leishmania
(GOVENDER et al., 2018; HANDMAN; CEREDIG; MITCHELL, 1979; SACKS; NOBEN-
TRAUTH, 2002), deficientes do gene da Gal-1, uma importante molécula imunoreguladora
(BLOIS et al., 2007; ILARREGUI et al., 2009; PONCINI et al., 2015; TOSCANO et al.,
2007). Como demonstrado no presente trabalho, foi possivel obter camundongos BALB/c
Lgasl™ viaveis, férteis e sem qualquer fen6tipo aparente, como descrito para outra linhagem
murina deficiente de Gal-1 (POIRIER; ROBERTSON, 1993).

Em seguida, foi feita uma analise comparativa do padrdo de evolucdo desta
infeccdo entre camundongos da linhagem C57BL/6, resistentes a leishmaniose, e BALB/c
deficientes ou ndo de Gal-1 N6s demonstramos que camundongos deficientes em Gal-1 de
fundo genético C57BL/6 ndo apresentaram diferenca na curva de desenvolvimento da lesdo
na infeccdo por L. (L.) amazonensis quando comparados com camundongos C57BL/6

+/+

Lgals1™". Ambos os camundongos desenvolveram lesdo crénica apos a infec¢do com L. (L.)
amazonensis. Apés a realizacdo da quantificacdo da carga parasitaria observamos menor
carga parasitaria nos camundongos deficientes em Gal-1, enquanto que, no linfonodo
drenante, n6s observamos uma tendéncia a reducdo no numero de parasitos. Entretanto, essa
reducdo ndo foi estatisticamente significativa. Além disso, macréfagos derivados de
precursores da medula 0ssea e macrofagos obtidos de lavado peritoneal de camundongos
C57BL/6 Lgalsl™ e C57BL/6 Lgalsl** apresentaram atividade fagocitica e leishmanicida

similares. Poncini e colaboradores demostraram que camundongos da linhagem C57BL/6 e
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deficientes em Gal-1 controlaram melhor a infec¢do por T. cruzi quando comparados com
camundongos C57BL/6 selvagens. (PONCINI et al., 2015).

Neste cenario, avaliamos se a deficiéncia de Gal-1 em camundongos de fundo
genético BALB/c apresentaria impacto na evolucdo da LT experimental causada por L. (L.)
amazonensis. Curiosamente, camundongos BALB/c Lgals1” desenvolveram menor edema na

+/+

orelha quando comparados com camundongos BALB/c Lgalsl Os camundongos
infectados e deficientes em Gal-1 apresentaram menor carga parasitaria no linfonodo drenante
qguando comparados com camundongos BALB/c selvagens. Este resultado indica o papel da
modulacdo de Gal-1 em respostas imunoldgicas e a justifica o investimento no
desenvolvimento de camundongos da linhagem BALB/c deficientes do gene da Gal-1 para o
estudo experimental de doencas. A linhagem de camundongos usada em modelos
experimentais pode interferir nos padrdes fenotipicos apresentados (MATHIEU et al., 2008),
assim como reportado no presente trabalho.

Nossos dados indicam que o desfavorecimento da reposta protetora exercida Gal-
1 ocorre de modo indireto, uma vez que ndo possivel detectar a interacdo direta desta
galectina com L. (L.) amazonensis. A menor suscetibilidade de camundongos BALB/c Lgalsl’
" frente a esta infeccdo parasitaria poder ser caracterizada pelo aumento de IFN-y e
diminuicdo de outras citocinas no sitio da infeccdo (IL-4, IL-10, 1L-12p70 e TNF-a) e
aumento da produgéo de IL-10 no linfonodo drenante. Este perfil de citocinas pode ser
correlacionado com dados da literatura, nos quais sdo demonstrados que camundongos e
humanos infectados por L. (L.) amazonensis apresentam baixa ativacdo celular e uma resposta
imunolodgica mista com auséncia do paradigma Th1/Th2. (SILVEIRA et al., 2009; SOONG et
al., 1997; VANLOUBBEECK et al., 2004). Nossos resultados, em conjunto com os dados da
literatura, sugerem que a auséncia de Gal-1 atuaria aumentando a ativacdo de células T
produtoras de IFN-y com consequente ativagdo de mecanismos leishmanicidas, diminuindo a
producdo de IL-4 e IL-10 e modulando a producdo de TNF-a, com consequente menor dano
tecidual nas orelhas de camundongos BALB/c Lgalsl”. Dessa forma, a resposta imunoldgica
de perfil misto de citocinas de linfotios T reportada no presente trabalho esta em acordo com
descri¢cdes da literutua quanto ao mecanismo de resisténcia contra Leishmania sp., uma vez
que células T produzem grande quantidade de IFN-y que ativam os macrofagos infectados a
eliminarem o parasito por meio da producdo de NO (HEINZEL et al., 1993; SACKS;
NOBEN-TRAUTH, 2002; SYPEK et al., 1993). Por outro lado, nossos resultados mostram

gue a auséncia de Gal-1 enddgena em camundongos da linhagem C57BL/6 ndo causa
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alteracdo no padrdo de resolucdo da infecgdo por L.(L.) amazonensis. Ao contrario, Bunn e
colaboradores demonstraram que camundongos C57BL/6 Lgals1” s&o mais resistentes a
infeccdo por L. (L.) donovani em comparacdo com os camundongos C57BL/6 Lgals1™* de
Gal-1 (BUNN et al., 2017). Curiosamente, segundo estes autores, a maior de resisténcia dos
camundongos C57BL/6 Lgals1™” néo depende da producdo de IL-10 por células Treguladoras
e isto estd em aparente desacordo com a literatura que descreve a Gal-1 com um potente
indutor e de T reguladoras (GARIN et al., 2007). Este fen6tipo de resisténcia também foi
descrito em nosso trabalho, apesar das diferencas experimentais, como espécie de Leishmania
e linhagem de camundongo. Entretanto, a IL-10 parecer participar do fenotipo de resisténcia a
leishmaniose em camundongos BALB/c Lgalsl” (Figuras 19 e 20). Os achados deste grupo
sobre o favorecimento da reposta protetora com Leishmania em camundongos deficientes em
Gal-1 séo semelhantes aos nossos resultados mostrando resultados em também em desacordo
com o0s ja apresentados em estudos in vitro utilizando células tumorais (CEDENO-
LAURENT et al., 2012) e estudos in vivo na infec¢do experimental por T. cruzi (PONCINI et
al., 2015). Além disso, ja foi demonstrado que na infeccdo por Yersinia enterocolitica, uma
bactéria intracelular, Gal-1 ativa um programa tolerogénico que agrava a infeccdo por
reprimir as respostas imunoldgicas contra a bactéria. Nesse contexto a Gal-1 modularia a
producdo de IFN-y, IL-6, TNF-a, IL-17 e sintese de NO (DAVICINO et al., 2017).

Nos demonstramos menor suscetibilidade & infecgdo por L. (L.) amazonensis em
camundongos BALB/c deficientes em Gal-1 que foi acompanhada por uma hiperplasia
reacional nos linfondos drenantes com manutencdo da arquitetura dos centros germinativos
linfoides. Enquanto que, nos camundongos BALB/c selvagens também detectamos essa
hiperplasia nos linfonodos, entretanto houve desestruturacdo da arquitetura dos centros
germinativos linfoides com presenca de outras células inflamatérias, principalmente de
macrofagos. Este dado sugere que na presenca de Gal-1, uma molécula endogena indutora de
uma perfil Th2 (RABINOVICH; ILARREGUI, 2009; TOSCANO et al., 2007), o
camundongo é incapaz de promover uma resposta protetora eficiente contra a leishmaniose.
Além disso, em camundongos BALB/c selvagens detectamos no sitio da infeccdo uma
diminuicdo de IFN-y, aumento das citocinas (IL-4, IL-10, IL-12p70 e TNF-a), enquanto que
no linfonodo retromaxilar ocorreu uma deteccao de IL-10. Nossos dados estdo de acordo com
a literatura, uma vez que ja foi demonstrado que Gal-1 controla a suscetibilidade na infeccéo
experimental in vivo por T. cruzi, sendo na analise histoldgica de tecido do miocéardio de

camundongos C57BL/6 Lgals1** apresentou maior nimero de ninhos de amastigotas quando
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comparado com camundongos C57BL/6 Lgals1”™ (PONCINI et al., 2015). Além disso,
trabalhos recentes também corroboram nossos resultados, camundongos C57BL/6 Lgalsl”
apresentaram melhora no controle da replicacdo de L. (L.) donovani no figado, entretanto no
baco a carga parasitaria foi a mesma na presenca ou na auséncia de Gal-1, o que demonstra
um amplo potencial imunorregulador de Gal-1 e cuja extensdo parece depender do tecido
infectado (BUNN et al., 2017).

Nossos resultados mostram que a deficiéncia de Gal-1 em ambas as linhagens de
camundongos parece favorecer a eliminacdo do parasito com maior eficiéncia quando
comparados com camundongos selvagens. Em camundongos da linhagem BALB/c Lgalsl” o
controle da carga parasitaria € mais evidente, sugerindo a participacdo de macréfagos no
controle da replicacdo de L. (L.) amazonensis e 0 estabelecimento de uma resposta protetora
no linfonodo drenante, sugerindo um potencial regulador de Gal-1 de acordo com o tecido
infectado. Estes dados estdo de acordo com os ja apresentados em outros trabalhos, em que foi
apresentado um papel de Gal-1 no direcionamento da ativacdo de macrdfagos para a via
alternativa (ANDERSEN et al., 2017; CORREA et al., 2003).

Considerando que as galectinas podem participar de processos infecciosos por
meio de uma agdo microbicida direta (STOWELL et al., 2010), investigamos a possibilidade
da Gal-1 (forma dimérica) e da Gal-4 (forma completa e seus CRDs isolados) de interagir
com a superficie celular de L. (L.) amazonensis e o impacto desta potencial interacdo sobre a
viabilidade celular do parasito. Curiosamente, apenas a Gal-4 completa foi capaz de interagir
com o parasito de modo sensivel a lactose e sem provocar a morte deste patdégeno. Isso nos
sugere que a geometria da molécula seja fundamental para que a ligagdo ocorra. Além disso,
este dado também nos sugere que o peptideo ligador apresente fun¢do no reconhecimento de
ligantes como ja demonstrado em outros trabalhos. O peptideo ligador é fundamental para a
organizacdo estrutural de Gal-4 e comunicagdo entre os seus dominios (ANDRE et al., 2014;
RUSTIGUEL et al., 2016).

Ainda, a ligacdo da Gal-4 em formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
provocou aglutinacdo, alteracGes morfoldgicas e padrdo de coloracdo mais acido apds
coloracdo por pandtico, sem comprometer sua viabilidade e sua capacidade de infectar
macrofagos. Estes resultados sugerem que a Gal-4 pode provocar alteragdes
bioquimicas/metabdlicas importantes na relacdo parasito-hospedeiro. Entretanto, a execucéao
de estudos mais aprofundados podera apresentar uma melhor dimensdo do papel da Gal-4 na

relagdo Leishmania-hospedeiro. Em contrapartida, Gal-1 apresentou baixa afinidade tanto
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para L. (L.) amazonensis quanto para as outras espécies de Leishmania avaliadas neste
trabalho. Pelletier e colaboradores ja haviam mostrado que Gal-3 se liga a L. (L.) major,
enquanto que Gal-1 ndo é capaz de reconhecer este parasito (PELLETIER et al., 2003;
PELLETIER; SATO, 2002). No presente trabalho, nés confirmamos que ndo € possivel
detectar a interacdo entre Gal-1/L. (L.) major e demonstramos que esta lectina também néo
interage com L. (L.) amazonensis. Os dados de ligacdo das duas galectinas estudas no
presente trabalho com L. (L.) amazonensis e seus LPGs, demostram as suas atividades
lectinicas distintas quanto ao reconhecimento de residuos de galactose em oligossacarideos, ja
descrita em outros trabalhos (SATO; HUGHES, 1992; SPARROW; LEFFLER,;
BARONDES, 1987). Além disso, quando analisada a constante de dissociacdo da ligacdo de
Gal-1 com oligossacarideo poli-p-galactose (Galf1,3Lac), contido nas unidades de repeti¢ao
do LPG de espécies de Leishmania, estd constante apresenta valor 60 vezes maior quando
comparado com a ligagdo da Gal-3 (PELLETIER et al., 2003), sugerindo que Gal-1 apresenta
baixa afinidade por este oligossacarideo. A analise estrutural de Gal-1 e Gal-4 demostrou que
o0s sitios de reconhecimento de carboidrato de Gal-4 sdo mais extensos que o de Gal-1
(CAMBY, 2006; RUSTIGUEL et al., 2016). Isso nos sugere que devido aos CRDs de Gal-4
apresentarem-se mais extensos permitiria a acomodac¢do de [-galactosideos longos e
modificados.

Como o LPG é o principal glicoconjugado da superficie de Leishmania (DE
ASSIS et al., 2012; TURCO; DESCOTEAUX, 1992), capaz de promover a regulacdo da
atividade leishmanicida de macréfagos infectados (BARBOSA et al., 2018; BRITTINGHAM,;
MOSSER, 1996; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012; SPATH et al., 2003) e pode ser
reconhecido por outras galectinas (PELLETIER et al., 2003; PELLETIER; SATO, 2002),
testamos a hipotese de LPGs purificados de duas cepas de L. (L.) amazonensis serem alvos
moleculares para Gal-4. Como esperado, apenas a Gal-4 completa reagiu com os dois tipos de
LPGs, de modo carboidrato dependente, como descrito para outras galectinas e LPGs de
outras espécies de Leishmania (PELLETIER et al., 2003; PELLETIER; SATO, 2002). Além
disso, demonstramos que a Gal-4 interage com este glicoconjugado parasitario complexo de
modo independe dos seus polimorfismos estruturais intraespécies nos acucares que Sse
ramificam da cadeia lateral conservada de unidades de repeticdo de Gal(B1,4)Man(al,3) (DE
ASSIS et al., 2012; MAHONEY et al., 1999; TURCO; DESCOTEAUX, 1992). Estas
caracteristicas bioquimicas da interagdo entre Gal-4 e LPGs podem ser explicadas pelas

alteracdes estruturais que glicoconjugado pode apresentar. Assim, o LPG da cepa PH8 tem
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unidades repetitivas ndo substituidas e unidades de repeticdo com ramificagdes laterais ricas
em glicose, enquanto a cepa Josefa mostra ramificacdes nas unidades de repeticéo substituidas
ricamente em galactose (NOGUEIRA et al., 2016, 2017). Salientamos, que somos 0 primeiro
grupo a demonstrar a interacdo entre Gal-4 humana e o LPG de L. (L.) amazonensis,
independente de seu polimorfismo estrutural intraespécie.

Neste trabalho demonstramos que o tratamento com Gal-4 humana de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis ndo alterou a fagocitose por macréfagos, mas favoreceu
0 controle da sobrevivéncia do parasito em macréfagos obtidos de camundongos BALB/c
selvagens. Ao contrario do que foi apresentado na infeccdo de macréfagos com L. (L.) major
tratada com Gal-9, no qual esta lectina reconhece L. (L.) major e a fagocitose por macréfagos
¢ aumentada (PELLETIER et al., 2003). Enquanto que, ap0s tratamento de L. (L.) major com
Gal-3 e infeccdo de macrofagos, ocorre a clivagem de Gal-3 especifica por este parasito, mas
ndo altera a sua fagocitose por macréfagos (PELLETIER et al., 2003; PELLETIER; SATO,
2002; SATO et al., 2014). Nossos dados sugerem que a ligacdo de Gal-4 ao LPG de L. (L.)
amazonensis pode favorecer os mecanismos leishmanicidas do macrofago. Gal-4 induz
exacerbacdo da resposta inflamatdria intestinal com consequente piora da colite cronica e
retardo da recuperacdo da lesdo intestinal aguda (HOKAMA et al., 2004), além de reconhecer
e promover a morte de E. coli que expressa antigeno sanguineo do grupo B (STOWELL et al.,
2010). O nosso conjunto de resultados em associagcdo com os dados de Stowell e
colaboradores demonstram que a Gal-4 pode participar de mecanismos de defesa inata,
podendo mediar a imunidade contra patdgenos.

Sugerimos com base em nossos dados e outros que diferentes membros da familia
das galectinas atuem de forma multufuncional na patologia das leishmanioses, e ainda que
essas funcBes possam ser espécie-especificas. Além disso, conseguimos demonstrar que o
LPG, uma molécula do parasito critica na relacdo parasita-hospedeiro, é alvo molecular para
uma molécula do hospedeiro com propriedades imunoreguladoras. Desta forma, entendemos
que este trabalho podera contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos ou medidas

gue blogueiem a transmissdo de doencgas transmitidas por vetores.
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6. DESTAQUES

o Camundongos C57BL/6 deficientes ou ndo de Gal-1 ndo apresentaram diferenca no
perfil de desenvolvimento da lesdo provocada por L. (L.) amazonensis, entretanto
camundongos C57BL/6 Lgals1” apresentaram menor carga parasitaria no sitio da infecgdo

+/+.,

quando comparados com camundongos C57BL/6 Lgals1™";

o Macrofagos elicitados com tioglicolato ou macrofagos derivados de precursores da
medula dssea obtidos de camundongos C57BL/6 Lgalsl*’+ e de C57BL/6 Lgalsl” nio
apresentaram diferenca no perfil de infeccdo experimental in vitro por L. (L.) amazonensis;

o Camundongos BALB/c Lgalsl” apresentaram menor suscetibilidade & infeccdo
experimental por L. (L.) amazonensis quando comparados com camundongos BALB/c

++.

Lgals1™;

o Macréfagos elicitados com tioglicolato obtidos de camundongos BALB/c Lgalsl”
apresentaram menor suscetibilidade a infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis quando

++.

comparados com macréfagos BALB/c Lgalsl™;

o Tanto em BALB/c Lgals1** quanto em BALB/c Lgals1” ha hiperplasia reacional nos
linfonodos drenantes apés infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis, entretanto apenas
em camundongos BALB/c Lgalsl” ocorre preservacio da arquitetura dos centros

germinativos;

o Camundongos BALB/c Lgalsl” apresentaram menor producdo de IL-4, I1L-10, IL-
12p70 e TNF-a no sitio da infecgdo e maior produgdo de IFN-y no sitio da infec¢do por L. (L.)

++,

amazonensis quando comparados com camundongos BALB/c Lgals1™";

o Gal-1 humana néo se ligou a nenhuma espécie de Leishmania avaliada neste estudo;

o A forma completa de Gal-4 humana, e ndo seus dominios isolados, reconheceu formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis, sendo esté interacdo é dependente da concentracdo e

inibida parcialmente por lactose;
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o A ligacdo de Gal-4 humana a L. (L.) amazonensis promoveu a aglutinacdo de formas

promastigotas do parasito sem alterar a sua viabilidade;

o O LPG de L. (L.) amazonensis é um ligante da Gal-4 humana, sendo esta interagdo

concentracdo dependente e sensivel a lactose;

o Os polimorfismos estruturais intraespécie do LPG ndo alterou a capacidade de

reconhecimento da Gal-4 humana;

o O tratamento de L. (L.) amazonensis com Gal-4 exdgena nédo alterou a fagocitose por
macrofagos, mas favoreceu o controle da replicacdo intracelular do parasito em macréfagos
BALB/c Lgals1*";

. Gal-4 exdgena acumula-se no sitio da infecgdo por L. (L.) amazonensis.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que a Gal-4, diferentemente da Gal-1, favorece a resposta de controle
do hospedeiro na infeccdo experimental por L. (L.) amazonensis. A participacdo da Gal-4
parece depender de interacdo direta com o parasito via o reconhecimento do LPG
independente de seu polimorfismo estrutural intraespécie. A Gal-1 parece favorecer a
progressao desta infeccdo experimental, de modo independente de uma interacao direta com o
parasito, e dependente da inducdo de um perfil de citocina desfavoravel a resposta protetora
do hospedeiro. Salientos que sdo necessarias futuras investigacdes para melhor entendimento

do papel dessas lectinas na fisiopatologia da LT.
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Figura 37. Esquema representativo da participacdo de Gal-1 e de Gal-4 no
desenvolvimento da infeccéo experimental por L. (L.) amazoensis.
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