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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

4



FLEURI, A. K. A. Introducédo

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
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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 =
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~ sanguineo e regurgita m Pr 5 FoTagotttad
>\ promastigotas na pele A/ por macréfagos
)
|

Intensa
@ replicagiio e
— migracéo para
aproboscida

(3) Promastigotas se transformam
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\ 09%%
& L’C’\
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\ \-// -y P
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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
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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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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.  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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4. 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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