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RESUMO
VALERIANO, K.C. Avaliacdo dos desfechos de infecgdo in vitro e em modelo experimental
no hamster com diferentes isolados clinicos de Leishmania infantum.2022. Tese (Mestrado) -
Imunologia Basica e Aplicada — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Séo
Paulo, Ribeiréo Preto, 2022.

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca grave causada pelo protozoario Leishmania infantum,
o qual é transmitido, durante o repasto sanguineo, pelo inseto fémea flebotomineo contaminado. A
doenca possui um periodo de incubacao assintomatico com duracéo variavel, podendo resultar em
doenca ativa e, se ndo tratada, pode ser fatal. A liberagdo de multiplas citocinas e moléculas
inflamatérias conhecido como “tempestade de citocinas” ¢ uma caracteristica comum a LV, no
entanto, as alteracBes no perfil de N-glicana da por¢do Fc de IgG ja foi uma caracteristica
relacionada a gravidade da doenca. Neste estudo o objetivo foi caracterizar a infeccdo de diferentes
cepas clinicas de Leishmania chamadas 1686, 1851, 515, 1580 oriundas da infec¢do de humanos
diagnosticados com LV, e a cepa de referéncia NCL I0CL 3241; in vitro com macrofagos de
linhagem J774 e in vivo com hamster Mesocricetus auratus. No pico de crescimento de cada cepa
macrofagos J774 foram infectados com taxa de infeccdo avaliada em 24, 48 e 72 horas. In vivo,
hamters foram infectados por via intracardiaca e eutanasiados quando apresentaram perda de 20%
do peso corporal e/ou sinais clinicos sugestivos de LV. Posteriormente soro, figado e baco foram
coletados para titulacdo, analise de glicanas em IgG total, carga parasitaria por diluicdo limitante e
gPCR, verificacdo do parasito por cPCR, “imprint”, quantificagdo de citocinas por qPCR e
alteracOes anatopatoldgicas nos 6rgdos. Nossos resultados mostraram que a maior taxa de infeccéo
in vitro foi com a cepa 1686; ja in vivo a cepa 1686, 1580 e 1851 induziram sinais clinicos graves
nos animais com alteracdes histoldgicas, macroscopicas e alta quantidade de anticorpos, com taxa
de sobrevivéncia de 0%, 25% e 20%, respectivamente. A cepa 1580 induziu os primeiros sinais
clinicos nos animais e apresentou maior carga parasitaria em diluicdo limitante, entretanto a cepa
1686 induziu sinais clinicos em todos os animais com aumento da taxa de infeccdo em gPCR e
alteracdo patoldgicas em figado e baco. Ja as cepas NCL IOCL 3241 e 80% dos hamsters infectados
com a cepa 515 permaneceram assintomaticos; embora em todos infectados com 515 foi possivel
observar amastigotas em “imprint” de figado e bago, enquanto os infectados com NCL IOCL 3241
mostraram apenas Vvacuolos parasitoforos vazios. Ambos 0s grupos tiveram alteracdo na
glicosilacdo nos anticorpos desses animais. Desta forma, a cepa 1686 levou a um quadro clinico
grave com maior infectividade tanto in vitro como in vivo, enquanto a cepa de referéncia NCL
IOCL 3241 apresentou baixa infeccdo in vitro e apenas casos assintomaticos; e com diminuicdo na
sialilacdo e fucosilacdo de IgG total. Além disso a baixa expressao de citocinas IL- 1 hepatica
parece estar relacionada com a sintomatologia da LV. Por fim, reafirmamos a utilizagcdo do hamster
como modelo experimental e a utilizagdo de novas cepas como ferramentas de estudos da patologia
da doenga. E, para maior aprofundamento do estudo, sugerimos a duplicacdo do experimento e
aplicacdo de técnicas mais sensiveis para analise das glicanas em IgG.

Palavras chaves: Leishmaniose visceral, cepas clinicas, infeccdo, hamster Mesocricetus auratus,
glicosilacao.



ABSTRACT
VALERIANO, K.C. Evaluation of infection outcomes in vitro and in an experimental model
in hamsters with different clinical isolates of Leishmania infantum.2022. Basic and Applied
Immunology — Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto,
2022.

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious disease caused by the protozoan Leishmania infantum,
which is transmitted, during the blood meal, by the infected female sandfly insect. The disease has
an asymptomatic incubation period of variable duration, which can result in active disease and, if
untreated, can be fatal. The release of multiple cytokines and inflammatory molecules known as
“cytokine storm” is a common feature of VL, however, changes in the N-glycan profile of the Fc
portion of 1gG was once a feature related to the severity of the disease. In this study, the objective
was to characterize the infection of different clinical strains of Leishmania called 1686, 1851, 515,
1580 arising from the infection of humans diagnosed with VL, and the reference strain NCL I0CL
3241; in vitro with J774 lineage macrophages and in vivo with the hamster Mesocricetus auratus.
At the peak of growth of each strain, J774 macrophages were infected with an infection rate
assessed at 24, 48 and 72 hours. In vivo, hamters were infected intracardially and euthanized when
they showed a 20% loss of body weight and/or clinical signs suggestive of VL. Subsequently,
serum, liver and spleen were collected for titration, analysis of glycans in total IgG, parasite load
by limiting dilution and qPCR, verification of the parasite by cPCR, “imprint”, quantification of
cytokines by qPCR and anatopathological changes in the organs. Our results showed that the
highest in vitro infection rate was with strain 1686; in vivo strains 1686, 1580 and 1851 induced
severe clinical signs in animals with histological and macroscopic alterations and high amount of
antibodies, with a survival rate of 0%, 25% and 20%, respectively. Strain 1580 induced the first
clinical signs in animals and presented higher parasite load in limiting dilution, however strain
1686 induced clinical signs in all animals with increased infection rate in g°PCR and pathological
changes in liver and spleen. On the other hand, strains NCL I0CL 3241 and 80% of hamsters
infected with strain 515 remained asymptomatic; although in all infected with 515 it was possible
to observe amastigotes in liver and spleen imprint, while those infected with NCL 10CL 3241
showed only empty parasitophorous vacuoles. Both groups had alterations in glycosylation in the
antibodies of these animals. Thus, strain 1686 led to a severe clinical picture with greater infectivity
both in vitro and in vivo, while the reference strain NCL IOCL 3241 showed low infection in vitro
and only asymptomatic cases; and with a decrease in sialylation and fucosylation of total IgG.
Furthermore, the low expression of hepatic IL-13 cytokines seems to be related to VL symptoms.
Finally, we reaffirm the use of the hamster as an experimental model and the use of new strains as
tools for studying the pathology of the disease. And, for further study, we suggest the duplication
of the experiment and application of more sensitive techniques for analysis of glycans in IgG.

Key words: Visceral leishmaniasis, clinical strains, infection, Mesocricetus auratus hamster,
glycosylation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmania

O parasito do género Leishmania € um protozodrio pertencente a ordem Kinetoplastida da
familia Trypanosomatidae, responsavel por um espectro de doengas chamadas leishmanioses, as
quais apresentam manifestacBes clinicas diversas de acordo com a espécie (ROSS, 1903;
PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012). O protozoario foi identificado no século XVIII,
porém em 1903 foi nomeado como Leishmania por Ronald Ross, que encontrou relatos em 1900
dos pesquisadores Willian Leishman e Charles Donovan, em trabalhos independentes, de soldados
portadores de calazar que apresentavam formas do parasita em esfregacos de baco (ROSS, 1903;
KEAN et al., 1978 apud COX, 2002).

O protozoario unicelular apresenta, como caracteristica da familia, um cinetoplasto que ¢é
estrutura encontrada dentro da mitocéndria (kDNA). A morfologia do parasito € distinta conforme
0 hospedeiro em que se encontra: no inseto vetor é encontrada a forma flagelada e no hospedeiro
vertebrado a forma é aflagelada. A forma flagelada (Figura I) apresenta formato de célula alongada
e flagelo Gnico com grande mobilidade. Essa fase possui morfotipos diferentes chamadas de
promastigotas prociclicas, nectomonas, leptomonas, haptomonas, paramastigotas e metaciclicas,
todas encontradas no inseto e sdo classificadas de acordo com seu desenvolvimento e migracéo da
regido de estbmago para a proboscite, amadurecendo de prociclica para metaciclica, que é a fase
infectante do parasito. Ja a forma aflagelada, chamada amastigota, € intracelular com morfologia
de célula ovoide. Geralmente é encontrada dentro de fagdcitos mononucleares do hospedeiro
vertebrado (Figura I) (PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012).

Segundo Desjeux (2004), 20 espécies de Leishmania sdo patogénicas para os humanos e 30
espécies de insetos sdo vetores confirmados na transmissdo. A doenca pode manifestar de 4
maneiras diferentes: leishmaniaose cutdnea (LC), leishmaniose cuténea difusa (LCD),
leishmaniose mucocutanea (LM) e leishmaniose visceral (LV). O foco deste estudo foi a LV, forma
mais grave da doenca, e que pode levar o paciente a ébito caso néo seja tratado (DESJEUX, 2004).
No Brasil e em paises banhados pelo mar Mediterraneo a LV € causada pela espécie Leishmania
infantum, (GOTIJO, 2004), no entanto, nos paises do chamado velho mundo é a Leishmania
donovani, a causadora da VL (NEWLOVE et al., 2012).
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Figura I- Microscopia eletrénica das formas de Leishmania sp. (A) ovoéide aflagelada com
presenca de cinetoplasto (c); (B) forma alongada com presenca de flagelo (f) e cinetoplasto (c).
Imagem retirada de PIMENTA; FREITAS; SECUNDINO, 2012 (Modificado).

1.2 Aspectos gerais da epidemiologia da leishmaniose visceral

A LV foi considerada endémica em 98 paises ou territorios, dos quais 6 tiveram casos
reportados, em 2020. Na Regido do Mediterraneo Oriental, a LV foi endémica em 82% (18/22) dos
paises e territorios, na Regido Sudeste Asiatico a proporcéo foi de 55% (6/11), na Regido Europeia
51% (27/53), na Regido das Américas 36% (13/36), e na Regido Africana foi de 30% (14/47). A
proporcao na Regido do Pacifico Ocidental foi menor que as outras regides, 3% (1/31), e somente
a China foi endémica para LV. O Brasil estd entre os dez paises que reportaram mortes por LV
entre 2019 e 2020, quando foram 196 e 151 ébitos, respectivamente. A taxa de letalidade entre
todos os tipos de casos de LV foi 7,1% (151/2140) em 2020 (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020).

No Brasil, no periodo entre 2003 a 2018, foram diagnosticados mais de 51 mil casos de LV
em humanos, com incidéncia média de 1,7 casos por 100 mil habitantes, sendo que Norte e
Nordeste foram as regibes com maior incidéncia da doenga (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2019). Em 2019, o numero de casos confirmados notificados no sistema de informagdes
na salde publica foi de 2.473 casos, porém mesmo com medidas implantadas na cadeia de
transmissdo da LV em 2004 e 2011, abordando testes de facil manipulagdo com diagnosticos
rapidos, para utilizacdo de estratégias terapéuticas capazes de modular o curso da doenca no inicio
dos sinais clinicos e utilizagdo de coleiras para cdes (considerados reservatorios da LV humana),
ainda ha uma taxa de letalidade de 7% (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).
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Calazar ou barriga d"a4gua, como é popularmente conhecida a LV, tem maior prevaléncia
em populacBes de média e baixa renda, bem como em criangas e individuos imunossuprimidos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Um estudo realizado no Brasil entre 2001 a 2015 analisou
indicadores de desenvolvimento humano e vulnerabilidade social e os associou com a mortalidade
na LV, revelando que a falta de coleta de lixo, baixa escolaridade, taxa de desemprego, baixa renda
per capita e desigualdade de renda estéo, de fato, associados a mortalidade por LV (NUNES et al.,
2020). A crescente urbanizacdo com areas de desmatamento, queimadas, mudancas climaticas e
auséncia de estruturas sanitarias, favorece a translocacdo do inseto do meio rural para urbano,
aumentando a exposic¢éo da populacédo ao vetor (MENDES et al., 2016; LEMOS; SOUSA; SILVA,
2019).

Os principais vetores das leishmanioses no Brasil sdo insetos femeas do género Lutzomyia
em em destaque para as espécies L. longipalpis e L. cruzi (MISSAWA; LIMA, 2006), estes séo
popularmentes conhecido pelos nomes, mosquito palha, tatuquira e birigui LV no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2006; SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE, 2020).

1.3 Ciclo de transmissdo da Leishmania

Nas Américas os ciclos com maior ocorréncia de transmissdo com capacidade de infectar
0s humanos séo o da zona-rural e o0 da zona-urbana. Em ambos os ciclos, 0s vetores chegam &
regido domiciliar dos humanos e transmitem a infeccdo, assim humanos e animais domésticos como
cdes e gatos podem participar como reservatorios na transmissdo da Leishmania
(ORGANIZATION MUNDIAL DE LA SALUD, 2019).

A transmissdo do protozoario ocorre durante o repasto sanguineo do inseto fémea,
(MONTEIRO; DIAS, 2005; GARCIA et al., 2011; BASTOS et al., 2012), o qual se contamina
através da picada de um animal infectado com Leishmania infantum, podendo ser cédo, gato,
animais silvestres ou humano (ANTOINE et al., 1998; MINISTERIO DA SAUDE, 2006). O
Lutzomyia sp. ingere a forma amastigota que, dentro do intestino do inseto, se transforma em
promastigota prociclica (BASANO; CAMARGO, 2004). Durante o repasto sanguineo as
promastigotas metaciclicas, presentes na probdscide do vetor, sdo injetadas no hospedeiro
vertebrado e, uma vez fagocitadas pelos macréfagos do hosepdeiro e por meio de diminuicao de

pH e aumento de temperatura, modificam-se para a forma amastigota. Essas formas se multiplicam,
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rompem as células e infectam outras células (SACKS; PERKINS, 1984; MELBY, 2002) (Figura
).

Estagio no vetor Estagio no humano

Vetor se alimenta de sangue
(Injeta formas promastigotas na pele) 0

Divisdo no intestino e migragao -
0 para o probécito / %?/‘\ —

A

— T
Amastigotas se transformam em
o formas promastigotas no intestino

\

Promastigotas
sao fagocitados
por macréfagos e

outros tipos de
células do SFM \

Promastigotas se
transformam em amastigotas

©5. —
@S =2 Kimasi x ;
& @ < X mastigotas se multiplicam dentro das células
: 9 g & T ~ de diferentes tecidos e infectando novas células
e Ingestéo de células ‘3{" v
parasitadas L I,
e Vetor se alimenta de sangue [/
(Ingere de macrofagos infectados /
) . com amastigotas)
A\ = Estagio infeccioso / l
A= Estagio de diagnostico SAFER MEALTHIER r:opl‘l »

Figura I1- Esquema representativo do ciclo bioldgico da Leishmaniose.
Fonte: Modificado de Center for Disease control and Prevention (CDC), EUA.

1.4 Patogenia da leishmaniose visceral

As espécies de Leishmania viscerotropicas residem em macrofagos de Kupffer, esplénicos
e da medula 6ssea (BHATTACHARYA,; ALI, 2013). As manifestacdes clinicas classicas da LV
envolvem febre prolongada, intensa perda de peso, hepatoesplenomegalia caracterizada por figado
e baco aumentados, anasarca que € o edema dos membros inferiores evoluindo para edema
generalizado, ictericia na qual a pele apresenta pigmentacdo amarelada ou esverdeada e ascite, um
acumulo anormal de liquido na cavidade peritoneal. Nos episédios mais severos ha epistaxe e
gengivorragia que sdo sangramento pelas narinas e gengivas, respectivamente; petéquias
caracterizadas por pontos hemorragicos distribuidos pelo corpo, e infeccGes bacterianas. Em

hemogramas e testes soroldgicos observa-se diminuicdo de elementos celulares do sangue como
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os glébulos brancos, vermelhos (hemécias) e plaquetas chamada pancitopenia, e aumento anormal
de globulinas denominada hipergamaglobulinemia. Todas essas alteragdes presentes podem levar
o comprometimento do paciente evoluindo a 6bito, quando néo tratadas (BADARO et al., 1986;
MINISTEIO DA SAUDE, 2006; ORGANIZATION MUNDIAL DE LA SALUD, 2019; BERN et
al., 2008; MC CALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

De acordo com MINISTERIO DA SAUDE (2006) aspectos clinicos da LV podem variar
entre pacientes humanos. Criancas e idosos sdo mais susceptiveis devido a imaturidade e
senescéncia do sistema imunoldgico, respectivamente, levando ao seu comprometimento que séo
agravados pela desnutricdo. A manifestagdo clinica inicial pode variar desde a sinais clinicos
discretos a severos, classificados em trés formas, periodo inicial com sintomas de febre, palidez,
hepatomegalia, diarréia e tosse ndo produtiva, com duracdo de 15 dias a 4 semanas e cura
espontanea posteriormente; o periodo de estado caracterizado por sinais clinicos que perduram por
aproximadamente 2 meses, tais como febre recorrentes, emagrecimento progressivo, palidez,
aumento de figado e baco; e o periodo final, assim chamado devido a evolucao dos sinais anteriores
com auséncia de tratamento, com quadro clinico de febre continua, comprometimento do estado
geral, desnutricdo, edema de membros evoluindo para anasarca, hemorragias, ascite e infeccédo
bacterianas como otites, piodermites, infec¢des do trato urinario e respiratério, levando o paciente

a Obito.

1.5 Resposta imunoldgica na leishmaniose visceral

Ap0s o repasto sanguineo com o regurgitamento das promastigotas pelo vetor na pele do
hospedeiro vertebrado, células como neutrofilos, macréfagos e células dendriticas (DCs) fagovitam
ou sdo infectadas pelo patdgeno (LIU; UZONNA, 2012). Os neutrofilos sdo as primeiras células a
serem recrutadas para o sitio de infecgdo devido a alarminas liberadas em respostas a lesdes
capilares decorrente da picada do inseto (PETERS, 2008). Essas celulas apds a captura das
promastigotas no foco infeccioso, entram em apoptose por apresentarem vida curta, liberando
proteina-1 beta inflamatéria de macrofagos (MIP-1B), uma alarmina, que recruta mondcitos e
macrofago para o local de infeccdo (VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Como processo de
limpeza, macréfagos e DC fagocitam particulas apoptoticas dos neutrofilos contendo

promastigotas, desta forma os macréfagos s@o ativados pela via dita alternativa, resultando em
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producédo maior de fator de transformagéo do crescimento beta (TGF-3) e menor de fator de necrose
tumoral (TNF-a), produzindo um meio anti-inflamatério e favorecendo a sobrevivéncia da
Leishmania. Assim, os neutréfilos sdo conhecidos como “cavalo de trdia”, servindo como
esconderijo do parasito e se comportando como células hospedeiras temporarias para sobrevivéncia
da Leishmania no organismo (RAES et al., 2007; INIESTA, GOMEZ-NIETO; CORRALIZA,
2001; VAN ZANDBERGEN et al., 2004; CECILIO et al., 2014). Entretanto, os neutréfilos
também podem emitir estruturas constituidas por componentes do nucleossomo de DNA e
proteinas de granulos citoplasmaticos formando armadilhas extracelulares de neutrdfilos (NETS).
Isso se deve a estimulos como a presenca de microorganismos por exemplo, com o objetivo de
captura-los e mata-los (BRUSCHI et al., 2021). Na LV as moléculas associadas a NETs sao
reguladas de forma diferente entre pacientes com LV ativa e individuos assintomaticos, mostrando
que os neutrofilos podem ter fungbes distintas dependendo do estado clinico da infeccédo
(GARDINASSI et al., 2017).

Os macrdéfagos sao as principais células efetoras responsaveis pela destruicao dos parasitos
e celulas apresentadoras de antigenos (APC). As respostas dos macrofagos ao protozoario
dependem da interacdo com moléculas de superficie presente na Leishmania como glicoproteinas
de 63 Kda (GP63) e lipofosfoglicano (LPG) que sdo reconhecidos pelos receptores em macrofagos
(KANE; MOSSER, 2000). Dependendo de fatores relacionados a espécie de Leishmania e ao
microambiente no hospedeiro, essas células podem ser ativadas por duas vias com expressao de
diferentes fendtipos pelos macrofagos, denominados M1 e M2 (ITALIANI; BORASCHI 2014;
VOLPEDO et al., 2021). M1 ou ativacao cléssica de macrofagos em resposta a interferon- y (IFN-
v) é necessaria para o controle da doenca (RAES et al., 2007) através da inducdo de citocinas pro-
inflamatorias e fatores microbicidas como a producdo de 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS) (SCOTT; NOVAIS, 2016). Um microambiente com citocinas do tipo 2, como
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13) antagoniza a ativacdo de M1, ativando
alternativamente 0s macrofagos, originando os macréfagos M2 (GORDON, 2003), com
dominéncia na producéo de citocinas interleucina-10 (IL-10) e IL-4 diminuindo a producdo de NO
(VOLPEDO et al., 2021 (Figura I11). Além disso, a presenca de gene codificante de arginase (ARG)
na Leishmania (DA SILVA et al., 2002) favorece a competicao pelo éxido nitrico indutivel (iINOS)
(DA SILVA; FLOETER-WINTER, 2014) favorecendo a sobrevivéncia e multiplicacdo do parasita
pela inibigdo da formacéo fatores microbicidas de macréfagos o NO (BADIRZADEH et al., 2017).
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Figura Il11- Esquema representativo do sistema imune em resposta a infeccéo por Leishmania.
Durante o repasto sanguineo promastigotas sao liberadas dentro do organismo do hospedeiro pelo
inseto vetor (1) células dendriticas plasmocitdides e macrofagos residentes e neutréfilos fagocitam
as Leishmanias; (2) os neutréfilos entram em apoptose liberando os corpos apoptoticos; (3 e 4) DC
e macrofagos em processos de limpeza fagocitam os corpos apoptoticos contendo as Leishmanias
e liberam citocinas anti-inflamatorias que inibe sua ativagdo, assim a Leishmania encontra meios
favoraveis para se transformar em amastigota, multiplicar por fissdo binaria e se disseminar pelo
organismo. Fonte: Modificado de CECILIO et al., 2014.

A ativacdo de linfocitos T CD4+ em linfécitos T auxiliadores do tipo 1 (Th1) ou do tipo 2
(Th2) esta associada ao estabelecimento do padrdo de infeccdo (SAHA et al., 2007). A producéo
de citocinas IL-12, IFN-y e fatores microbicidas NO e ROS estéo associados a ativagdo de perfil
Th1, conferindo protecdo ao hospedeiro frente ao parasito (KAYE; SCOTT, 2011), enquanto que
secrecdo de IL-4, IL-10 e TGF-p estd relacionada a ativacdo de perfil Th2 favorecendo o
crescimento e progressao da doenca (SAMANT et al., 2021).

Outras células sdo ativadas durante a LV como NK, mondcitos (SINGH et al., 2018),
eosindfilos, mastdcitos (SAHA et al., 2004), linfécitos T CD8+ (GHOSH et al., 1995) e auxiliares
17 (Th17) (PITTA et al., 2009) com producgéo de citocinas em resposta ao patogeno.

23



1.5.1 Exaustdo de células T e tempestade de citocinas

Durante a LV em estudos com camundongos mostrou que a resposta celular pelas células
citotoxicas (CTL) juntamente com citocinas contribui para resisténcia e controle do parasita
(TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005). Em humanos com LV a exaustdo e anergia de
CTL, contribui para o desenvolvimento da doenca, pois em estudo de células mononucleares de
sangue periférico (PBMC) e células CD8+ aspiradas de baco de humanos com LV, apresentam
marcadores de células anérgicas e CTL, com producdo a niveis basais de IFN-y e nao em
quantidades elevadas em resposta a Leishmania, mesmo ap6s o bloqueio de reguladores negativos
da ativacdo de células T como, antigeno 4 associada a linfocitos T citotoxicos (CTLA-4) e morte
programada 1 (PD-1) ndo houve modulacéo para aumento de citotoxidade pelo IFN-y (GAUTAM
etal., 2014).

As células Thl durante a LV sdo responsaveis por controlar infecgdes por parasitas
intracelulares, porem durante a inflamac&o a patologia foi controlada por células B reguladora IgD
(hi) produtora de I1L-10 com eventual exaustdo de célula T mediada por PD-1. A restauracdo da
resposta por Thl foi modulada ap6s o bloqueio de ligantes de PD-1 (PD-L1) em células B
reguladora IgD (hi) em cdes com LV (SCHAUT et al., 2016).

Além da exaustdo de células T a LV é caracterizada pela liberacdo inespecificas de varias
citocinas, descritas como tempestade de citocinas (SANTOS et al., 2016), que desempenham um
papel fundamental na formacdo da resposta imunoldgica, gerenciando um perfil protetor ou nao
protetor durante a LV. Citocinas como interferon- y (IFN-y), fator de necrose tumoral (TNF-a),
interleucina 1 beta (IL-1p), interleucina -2 (IL-2), interleucina- 12 (IL-12) séo responsaveis pelo
efeito protetor no hospedeiro, através do controle da disseminacdo e destruicdo do patdgeno,
enguanto que interleucina-10 (IL-10); interleucina- 6 (IL-6); fator de transformacéo do crescimento
beta (TGF- B), estdo relacionadas com a progressédo da doenga (COSTA et al., 2013; SAMANT et
al., 2021).

O IFN-y é um mediador da imunidade inata e adaptativa, por ser produzido por células
natural killer (NK), linfocitos T helper tipo 1 (Th1) e linfécitos T citotoxica (CTL) tem a funcédo
de ativar macréfagos pela via classica, diferenciar linfocitos T auxiliares TCD4+ em Thl
(TSAGOZIS; KARAGOUNI; DOTSIKA, 2005). Na LV essa citocina esta relacionada com o
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controle da infeccdo através da ativacdo de macréfagos com producdo de fatores microbicidas
como espécies reativas de 6xido nitrico (ROS) (KIMA, SOONG, 2013).

O TNF-a ¢é produzido por macrofagos, monocitos, neutréfilos, linfocitos T e NK
(TRACEY; CERAMI, 1993), e desempenha o papel de orquestrar a resposta inata inflamatoria,
através da expressdo de quimiocinas e de citocinas que promovem a adesdo das células no
endotélio, atracdo e ativacdo de leucocitos para o local da infeccdo (VARFOLOMEEYV;
ASHKENAZI, 2004), além de ser responsavel pela formagdo e manutencdo de granulomas visto
durante a LV (BOSCH et al., 2019).

A IL-1B, produzida por macr6fagos e mondcitos, é induzida pelas vias de sinalizagdo TLR
(toll like receptor) e NLR (nod-like receptor) que ativam o fator nuclear kappa B (NF-kxB) com
clivagem do pré- IL-1B em IL-1B mediada por caspase- 1 através da ativacdo de um complexo de
proteinas (inflamassoma) (GRETEN et al., 2007; LOPEZ; BROUGH, 2011), responsavel por
evitar a replicacdo intracelular da Leishmania nos macréfagos (LIMA- JUNIOR et al., 2013;
ZAMBONI; SACKS, 2019).

A IL-6 é produzida por macrofagos e mondcitos em resposta a interleucina- 11 (IL-11) e a
TNF-0 (NASEEM; IQBAL; MUNIR, 2016). Promove a inducdo de reagentes de fase aguda no
figado como proteina C reativa, inibe a albumina, participa na imunidade adaptativa na producgéo
de anticorpos e diferenciacdo de células T helper produtoras de IL-17 (Th17) (TANAKA,;
NARAZAKI; KISHIMOTO, 2014) além de ser mediador de febre (KOZAK et al., 1998). A IL-10
¢ produzida por macrofagos, DC, linfocitos B, linfocitos T citotdxicos, NK, mastdcitos,
granulécitos, neutrofilos, eosinofilos, T reguladora e células ndo imunoldgicas como células
epiteliais e queratindcitos, atuando como imunossupressor principalmente de macrdfagos e
mondcitos através da inibicdo de citocinas pré-inflamatérias, diminuicdo da apresentacdo de
antigeno e fagocitose (IYER; CHENG, 2012). Na LV, a IL-6 e IL-10 estdo fortemente associadas
a hepatoesplenomegalia, neutropenia e trombocitopenia, de modo que os niveis de IL-6 superiores
a 200 pg/ml estdo fortemente relacionadas ao 0bito em humanos (SANTOS et al., 2016).

A IL-12 é secretada por células apresentadoras de antigenos como DC e macrofagos durante
a resposta imunologica inata em reposta a padrdes moleculares associados aos patogenos (PAMPS)
por sinalizagdo derivada de TLR e outros receptores (GERBER; MOSSER, 2001). A IL-12 ¢
essencial na resposta a patogenos intracelulares atraves da inducdo de IFN-y levando a ativagao de

macrofagos e diferenciacdo das células T helper em Thl (célula T auxiliadora do tipo 1)
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(MAGRAM et al., 1996; GERBER; MOSSER, 2001), iniciando o controle da LV pela ativacao
dessas células (MURRAY et al., 2000).

A IL-4 é secretada por mastocitos, basofilos, eosinofilos (GADANI et al., 2012) e pelas
células foliculares (Tfh) que estimula a troca da cadeia pesada de Ig da célula B para o isotipo IgE
que participa em respostas alérgica e helminticas, além de intensificar a mudanca para o is6tipo de
IgG1l (DELL’ARINGA et al., 2018). Outras funcdes estdo relacionadas com a IL-4 como a
diferenciacéo de linfécito T CD4+ virgem em Th2 que produz mais IL-4 e promove a polarizacdo
de macréfagos M2 induzindo propriedades anti-inflamatorias (GADANI et al., 2012). O TGF- 3 é
produzido por macrofagos ativados (VAN GINDERACHTER et al., 2006) Tregs e outros tipos
celulares, e tem a funcéo de inibir a proliferacdo e fungdes efetoras dos linfocitos T e a ativacdo de
macrofagos, sendo produzido por macréfagos ativados pela via alternativa. Além disso, suprime
atividade de neutréfilos, NK, DC, mastocitos e granulocitos (LI et al., 2006), participa da
diferenciacdo e ativacdo de linfcitos Th17 produtoras de IL-17 (ZHANG, 2018), exerce funcao
de quimioatracdo para neutréfilos, fibroblastos e macréfagos (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005)
e promove o reparo tecidual ap6s o término das reaces imune e inflamatéria locais por meio da
inducdo da producdo de colageno e de enzimas modificadoras da matriz (BRANTON; KOPP,
1999). Ambas as citocinas do tipo Th2 como IL-10, IL-4 e TGF- B ou presenca de I1L-10 produzidas
pelas células T-regs estdo relacionadas com a diminuigdo da atividade antiparasitaria de
macrdfagos do tipo M1 e células Thl, induzindo a progresséo da LV (DAYAKAR et al., 2019).

1.6 Diagndstico e tratamento

O padrdao ouro de teste diagnostico para LV é a visualizacdo direta do parasito por
microscopia optica utilizando amostras de aspirado de medula 6ssea, baco ou linfonodo, sendo um
método invasivo. A sensibilidade do teste depende da amostra utilizada, sendo o bago a fonte de
material para o teste mais sensivel e o linfonodo, 0 menos sensivel. Utilizando amostra de sangue
é possivel aplicar o teste molecular PCR, que é bem sensivel, mas exige um laboratério bem
equipado, assim como pessoas bem treinadas, ndo sendo possivel executa-lo a campo; além disso,
para a prética clinica ndo é um método validado para substituir a visualizacdo parasitologica
(CHAPPUIS et al., 2007; ALVES et al., 2018). Os testes de diagnostico rapido, como o soroldgico
baseado no antigeno de 39KDa cinesina do cinetoplasto de Leishmania (BURNS et al., 1993), sdo
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ideais para triagem de pacientes com suspeita de LV, com alta sensibilidade na América Latina e
Africa oriental (CUNNINGHAM et al., 2012, BOELAERT et al., 2004). No entanto, a
sensibilidade muda de regido para regido e outro aspecto negativo é que o teste ndo pode ser
aplicado para avaliar a cura do paciente pois 0s niveis de anticorpos permanecem detectaveis anos
apos o episodio de LV (ALVES et al., 2018). O antigeno 39KDa tampouco pode ser aplicado para
a deteccdo de infecgdes assintométicas (PORCINO et al., 2019). A deteccdo de antigeno de L.
infantum na urina é um teste altamente especifico, mas ndo sensivel o suficiente para ser utilizado
para diagnético, embora seria ideal para ser usado como um teste ndo invasivo durante o tratamento
antileishmania, como acompanhamento da eficacia do tratamento. (CHAPPUIS et al., 2007).

As opcOes de tratamento passaram da dependéncia da terapia antimonial para o
desenvolvimento de novos tratamentos, incluindo diferentes formulacdes lipidicas de anfotericina
B, o medicamento oral miltefosina e paromomicina injetavel. Nos Gltimos anos, os dados clinicos
mostraram que 0 mesmo medicamento e regime posoldgico podem nédo ter a mesma eficécia,
dependendo da area geografica onde é usado (ALVES et al., 2018). No Brasil é recomendo 0 uso
de Antimoniato de N-metilglucamina, desoxicolato de anfotericina B e anfotericina B lipossomal
(ROMERO et al., 2017).

O resultado do tratamento pode ser influenciado por particularidades das populacdes de
pacientes, como caracteristicas genéticas e antropométricas, estado imune e também o contexto
social e epidemiolégico. Além disso, as caracteristicas de cada medicamento podem determinar
qual deles deve ser escolhido no nivel de uso individual ou coletivo, nos sistemas de atencéo
priméria a salde ou nos hospitais de referéncia, na atencdo a sadude de rotina ou em um programa
de eliminagcdo e, se for o caso, nas fases de ataque ou manutencdo e, finalmente, quais

medicamentos usar para proteger contra resisténcia (ALVES et al., 2018).

1.7 Hamster Mesocricetus auratus como modelo experimental para LV

A escolha de um modelo experimental adequado é fundamental para compreender a
fisiopatologia da LV humana, onde diversos fatores podem influenciar no desfecho da infecgo. E
necessario empregar uma espécie de animal hospedeiro do parasito que apresente respostas
comparaveis a infeccdo em humanos. Ao contrario da infeccdo com L. major (MOCK et al., 1985;
LOEUILLET; HIDE, 2016), camundongos com diferentes origens genéticas apresentam padrao
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similar de susceptibilidade a infec¢do por cepas de L. infantum in vivo, dificultando a elucidacéo
da patogénese de LV e de mecanismos de resisténcia ao parasito (PEREZ-CABEZAS et al., 2019;
ROSYPAL et al., 2005).

A utilizacdo de camundongos como modelo experimental para imunopatogénese da
leishmaniose visceral é devido a disponibilidade de reagentes especificos para esses animais. No
entanto, os fatores genéticos do modelo influenciam na resisténcia ou susceptibilidade a infecgéo,
como ocorre em camundongos Balb/c que se mostraram susceptiveis a infeccdo por L. donovani
(PORROZZI; CAVALCANTI; CUPOLILLO, 2014). E, mesmo em camundongos Balb /c
imunossuprimidos experimentalmente (CORREA, 2011) e Knockouts imuncocompetentes e
suprimidos com L. infantum (ROSYPAL et al., 2005) pode n&o ocorrer o desenvolvimento da
forma grave da doenca levando ao ébito, mas sim o controle da infeccéo, apds algumas semanas,
(CORREA, 2011) por células Thl (LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016) mantendo a doenca em
sua forma cronica (PORROZZI; CAVALCANTI; CUPOLILLO, 2014). A patogenia da LV
causada por L donovani em camundongos é semelhante a L. infantum nos mesmos modelos
experimentais de camundongos Balb/c, SV/129 e C57BL/6 causando a mesma resisténcia
parasitoldgica (PEREZ-CABEZAS et al., 2019). Isso reforca a importancia da busca de modelos
animais ideais para estudar a fisiopatologia da leishmaniose (FERREIRA-PAES et al., 2020).

Os cées sdo excelentes modelos para o desenvolvimento da LV, visto que possuem
manifestacdes clinicas semelhantes aos dos humanos, tais como hepatomegalia, pancitopenia,
hipertermia e hipergamaglobulinemia, e sinais clinicos leves caracterizados como assintomaticos
e oligoassintomaticos. No entanto, o cdo pode apresentar, ainda, lesbes ulcerativas cutaneas
ausentes na maior parte das manifestacdes humanas, 0 modelo é importante para estudos de
desenvolvimento de vacinas e entendimento da patogénese da doenca. Como os demais modelos
experimentais, o cdo apresenta limitacdes no que se refere a auséncia de reagentes especificos pra
espécie, respostas imunoldgicas imprevisiveis devido a fatores genéticos e alto custo de
manutencdo (PORROZZI ;CAVALCANTE; CUPOLILLO, 2014; CEUA, 2018).

Neste contexto, j& foi demonstrado que os hamsters infectados com L. infantum;
comparado a outros modelos experimentais, reproduzem os mesmos sinais clinicos e patol6gicos
que os humanos, tais como multiplicacdo do parasito no figado, baco e medula 6ssea, induzindo
sinais clinicos como anemia, hiperglobulinemia, hepatoesplenomegalia, leucopenia e caquexia,
podendo levar o animal a morte (HOMMEL et al., 1995; MELBY et al., 2001; DE LIMA et al.,
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2017; REQUENA et al., 2000). Além disso, nem todos os animais adoecem, como ocorre na
infeccdo em humanos (REQUENA; SOTO; DORIA; ALONSO, 2000), ou apresentam sinais
clinicos em tempos diferentes (MOREIRA, 2016). No entanto, os desafios em se trabalhar com
esses animais incluem o alto custo de manutencao, dificuldade de manipulacéo e a dificuldade na

obtencéo de reagentes especificos (MEARS et al., 2015).

1.8 Fatores para o desenvolvimento da leishmaniose

Embora a LV seja altamente letal se ndo for tratada, a maioria das infec¢des humanas néo
resulta em doenca (ZIJLSTRA et al., 1994; BADARO et al., 1986); sete perfis de infecgio com
Leishmania infantum foram sugeridos dos quais trés sdo assintomaticos e quatro sintomaticos.
Todos apresentam uma resposta clinica e imunolégica diversa (SOSA-OCHOA et al., 2020).
Dentro desse contexto alguns fatores devem ser considerados no que tange ao desenvolvimento e
gravidade da doenca, podendo estes fatores estarem associados ao hospedeiro, ao vetor e ao proprio

parasito.

1. 8. 1 Fatores relacionados ao parasito

Leishmania spp. sdo adaptadas para sobreviver e replicar dentro de macréfagos devido a
sua capacidade de driblar a resposta imune (OLIVIER; GREGORY; FORGET, 2005). Essa
capacidade esta relacionada com genes e pseudogenes de viruléncia encontradas na superficie de
diferentes espécies de Leishmania, que contribuem para diferencas na patologia da doenca (MC
CALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

Dentre os genes de viruléncia estd o LPG que é codificada pela LPG1, uma enzima chamada
de galactofuranosil transferase, que sintetiza o cerne de glicana da lipofosfoglucana, ou LPG (de
lipophosphoglycan do inglés), um dos principais glicoconjugados encontrados na superficie de
promastigotas (LAZARO-SOUZA et al., 2018). O LPG tem capacidade de modular a resposta de
macrofagos através da inibicdo de proteinas quinase C (PKC, do inglés protein kinase C),
influenciando a fosforilacdo das vias de ativacdo dos macréfagos (OLIVIER et al., 2012). Além
disso, LPG pode retardar a formacéo do fagolisossomo (DESJARDINS; DESCOTEAUX, 1997)
tornando o macrofago incapaz de produzir INOS (PROUDFOOT et al., 1996), aumentando a
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sobrevivéncia intracelular e favorecendo a multiplicagdo do patdgeno no interior dos macrofagos
(OLIVIER et al., 2012). O LPG também protege a leishmania das a¢fes do sistema complemento
(SPATH et al., 2003).

A Leishmania possui uma protease de superficie, leishmanolinsina (GP63), que tem
capacidade de manipular o sistema complemento para invadir os macréfagos, através da conversao
da proteina C3b para a forma inativa iC3b, inibindo a cascata de ativagdo e favorecendo a ligacéo
da LPG no receptor de C3b (CR1), resultando na internalizacédo silenciosa da Leishmania para o
vacuolo parasitéforo (VP) (MOSSER; HANDMAN, 1992). Recentemente, outro mecanismo de
escape em L. infantum foi estudado, onde foi observado interacdo de GP63 com fator regulador do
sistema complemento (fator H) que sinaliza uma protease plasmatica o (fator I) para inativar C3b
aderida na superficie do protozoario, inibindo a ativacdo dessa cascata proteolitica (FILHO et al.,
2021). Assim, a capacidade desses parasitos de resistir ao complemento e infectar os macréfagos
contribuird para o estabelecimento no hospedeiro e para a gravidade da doenca (CAMPOS PONCE
et al., 2005).

Outro fator de viruléncia encontrado em Leishmania (OLIVEIRA et al., 2011; MCCALL;
MATLASHEWSKI, 2012) ¢é a expressdao da proteina A2 em amastigotas (CHAREST,;
MATLASHEWSKI, 1994) e cuja funcdo é proteger o parasito de altas temperaturas e do estresse
oxidativo (MC CALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013).

A Leishmania possui cisteina proteinases B (CPB) que desempenham papéis importantes
na sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento do parasito dentro do hospedeiro (MOTTRAM,;
COOMBS; ALEXANDER, 2004; SIQUEIRA- NETO et al., 2018). A L. infantum produz maior
quantidade em comparacao as espécies L. major e L. tropica, 0 que estd associada a gravidade da
doenca. Além disso, dentro da mesma espécie de L. infantum também ha diferentes niveis de
producdo de CPB, onde a L. infantum infectando individuos sintomaticos expressa maior
quantidade de transcritos do gene quando comparado com a expressdo de parasitos infectando
individuos assintomaticos (KAZEMIRAD et al., 2019).

Além dos genes de viruléncia codificados no genoma do parasito, a presenc¢a do virus de
RNA de Leishmania (LRV) no protozoario também pode estar relacionada com a gravidade da
doenca (IVES et al., 2011). O virus de RNA de Leishmania é encontrado no citoplasma de varias
especies de Leishmania incluindo L. infantum. Nas espécies L. guyanensis e L. braziliensis a

presenca do virus demonstrou influenciar no desenvolvimento de lesGes em mucosa e gravidade
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da doenga (HARTLEY, 2012; IVES et al., 2011). J4 em espécie vicerotropica, paciente portador
de infecdo com L. infantum infectada com LRV apresentava resisténcia ao antiparasitario
antimoniato de meglumina (HAJJARAN; MAHDI; MOHEBALLI, 2016). Mais investigacdes com
relacdo ao LRV devem ser feitas para melhor caracterizacdo da patologia e viruléncia da doenca,

afim de modular a resposta imune e evitar a progressao da doenca.

1. 8. 2 Fatores relacionados ao hospedeiro

Os fatores para o desenvolvimento de LV relacionados ao hospedeiro podem explicar o
porqué de alguns pacientes desenvolverem a doenga e outros ndo. Nesse contexto, o desempenho
do sistema imune no calazar pode ser alterado devido a idade, uma vez que a incidéncia do calazar
é menor em adolescentes e adultos quando comparada a criangas, isso porque, hipoteticamente,
criangas e adultos possuem hébitos diferentes de exposicdo as picadas do inseto vetor (DAVIES;
MAZLOUMI GAVGANI, 1999). Outro fator a ser destacado é a suscetibilidade de pacientes
imunossuprimidos, como no caso de portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), os
quais apresentam sistema imune debilitado com comprometimento de células da imunid,loade inata
e linfocitos T, facilitando a progressdo a LV em casos de picada do inseto contaminado por
Leishmania infantum. Além disso, fatores como estresse e desnutri¢do tém capacidade de modular
aresposta imunoldgica, predispondo ao desenvolvimento de LV em individuos ao serem infectados
(MC CALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013; ROSENTHAL et al., 1995; BADARO et al.,
1986).

As variacdes genéticas na populacdo humana contibuem para a suscetibilidade ou resisténcia as
infeccOes (BHARATI, 2022). Muitos genes humanos tém sido estudados por seu potencial como
fatores de suscetibilidade a infeccéo por Leishmania, a expressao de determinados genes pode estar
relacionada aos principais processos de resposta imune, como reconhecimento, apresentacdo de
antigenos, producdo de citocinas pro-inflamatdrias, coestimulacdo e proliferacdo (AOKI et al.,
2019), no entanto a associacdo genética também pode estar relacionada a sistemas nao
imunoldgicos, como gene do metabolismo. No polimorfismo em genes de resposta imune, as
alteracOes genéticas nos genes da resposta imune decidem a progressao ou o controle da infeccéo,
e seu estudo pode ser didaticamente subdividido em polimorfismo em genes de citocinas e

polimorfismo em genes imunes sem citocinas. No que se refere as citocinas estdo inclusos genes
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IL-1, IL-4, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, IFN-y, TNF-o e ao TGF- j, fator inibidor de
migracdo de macrdfagos (MIF) e CXCR1. Enquanto, no que se refere ao polimorfismo em genes
imunes sem citocinas estdo inclusos polimorfismo no gene CD-28 e seu papel na protecdo da VL
ativa; variagdo no gene FcyRIIIB-NA1/NA2 que ja foi descrito como fator de risco para o
desenvolvimento de VL; na L-selectina o qual ndo se mostrou diferente entre casos de VL,
controles soropositivos e negativos; mutacdo na MBL2 diminui niveis de Lectina de ligacdo a
manose (MBL) no soro e pode proteger contra o desenvolvimento de VL, ficolin, onde altos niveis
de ficolin-2 e a variante FCN2 foram associados com VL; receptores Toll-like (TRLS) que podem
atuar com papel protetor; toll-proteina de interacdo (TOLLIP) associado com a infec¢do da doenca;
antigeno leucocitario humano (HLA) com papel na suscetilidade ao VL diferente de acordo com a
regido; ligante de notch canénico tipo delta 1 (DLL1) contribuindo para a suscetibilidade e
consideravel fator de risco paraa VL, e proteina SLC11A1/NRAMP encontrada no compartimento
endocitico do macréfago em repouso relacionado a suscetilidade a VL em pacientes com HIV no
Brasil. O polimorfismo em genes metabdlicos lipidicos envolve o resultado da infeccdo por
Leishmania, e o polimorfismo em genes apoE, LPL e PPARa pode ser fator de risco na progressao
da doenca em infeccdes por L. infantum. Nos estudos de associacdo de todo o genoma no Brasil
Trés regibes cromossdmicas 6027, 7q11.2 e 17911.2-q21.3 foram associadas ao aumento da
suscetibilidade a LV (revisado por BHARATI, 2022).

1. 8.2 .1 Glicosilacao de anticorpos

Os anticorpos 1gG possuem cadeias pesadas que subdividem as IgGs em subclasses, e
cadeias leves, as duas cadeias sdo conectadas por pontes de dissulfeto, formando um Y. Os
anticorpos possuem regides aminoterminais (N) e carboxiterminais (C) presentes na cadeia leve e
cadeia pesada. A regido N, é composta pela porcdo varidvel da cadeia leve (VL) e pela por¢do
variavel da cadeia pesada (VH) juntas formam a porcéo variavel (Fab), a qual é responsavel pelo
reconhecimento do antigeno e, consequentemente, pode contribuir para o bloqueio ou neutralizacao
do patégeno. A regido C possui cadeia leve (CL) e ndo participa da funcéo efetora dos anticorpos,
e cadeia pesada (CH) que forma a porcdo contante (Fc) (CHUI et al., 2019) (Figura 1V),
responsavel pela interagdo com uma variedade de diferentes receptores Fc (FCRs), bem como
proteinas do complemento, para ligar a especificidade requintada do sistema imunoldgico
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adaptativo para as funcdes efetoras poderosas e atividade bioldgica do sistema imunoldgico inato
(SPIEGELBERG, 1989).

A atividade bioldgica da regido Fc depende, em nivel gendmico, do isétipo e subclasse do
anticorpo e, em nivel pds-traducional, do perfil de glicosilacdo. A importancia da glicosilacdo do
anticorpo estd relacionada a meia-vida, secre¢do, imunogenicidade e funcdo do anticorpo
(ARNOLD et al. 2007; PINCETIC et al., 2014). A 1gG é glicosilada com cadeia oligossacaridica
biantenaria covalentemente ligada a asparagina (Ash 297) no dominio CH2 na porcdo Fc. Sao
encontrados 2 N- glicanos, contendo nucleo bianternario com uma cadeia residual de 2 N-
acetilglucosamina (GIcNAc) podendo ter uma fucose central. (Figura IV) (ZAUNER et al., 2013,
VARKI et al., 2017).

Uma caracteristica da LV € a ativacdo policlonal de ceélulas B, levando a
hipergamaglobulinemia (RODRIGUEZ et al., 2016), porém ndo corresponde a imunidade
protetora. Uma resposta protetora vai depender da subclasse de 1gG especifica e da sua interacdo
com as diferentes vias induzidas por fagdcitos através da ligacdo nos receptores de Fc das 1gGs
(FCR) (LU et al., 2018) presentes em células do sistema imune como monadcitos, macrofagos,
células dendriticas, neutréfilos e NK. Assim, o 1gG pode interagir com receptores tanto ativadores
(FcyRIA; FeyRIIA, FcyRIITA e FeyRIIC) que sinalizam imunorreceptores com motivos de ativacao
baseado em tirosina (ITAM) induzindo atividade pr6- inflamatéria com destruicdo de antigenos
pelas fungdes dos anticorpos, como inibitério (FcyRIIB) pela indugdo de imunorreceptores com
motivos de inativacdo baseado em tirosina (ITIM) reduzindo a ativacdo celular mediada por
anticorpos (SHADE; ANTHONY, 2013).

Além da porcéo Fc, cerca de 30% de 1gG sérico contém glicanas na regido Fab ligados a
cadeia leve e pesada da regido varidvel em x ou A, a maior parte desses oligossacarideos sao
galactose e &cido sialico, sendo a sequéncia de agucares sao resultantes do processo de mutacédo
somatica, durante a selecdo positiva para melhor ligagdo ao antigeno. A funcéo das glicanas na
porc¢éo Fab de IgG policlonal ndo esté definida totalmente, mas em anticorpos monoclonais sugere-
se que a glicosilacdo na porcdo Vk, VA ou VH pode ser neutra, positiva ou negativa na ligagdo ao
antigeno (JEFFERIS, 2009).

A glicosilacdo é uma modificacdo comum de proteinas e lipidios. As glicanas tém varios
papeis cruciais nas respostas de células aos estimulos ambientais, bem como no crescimento e

diferenciacéo celular; mudancas especificas na composicao de glicana estdo diretamente ligadas a
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muitas doencas (REILY et al., 2019). A glicosilacdo da imunoglobulina pode determinar se uma
glicoforma de anticorpo é pro-inflamatoria ou anti- inflamatéria através da modificagdo da
interacdo com receptores de Fc presentes em células do sistema imune (BOYD; LINES; PATEL,
1995), como a auséncia de fucose central em IgG1 que aumenta em até 50 vezes a afinidade de
ligacdo de FcyRIIIA humano com NK induzindo a ADCC (SHIELDS et al., 2002). E a sialilacdo
de 19G na porcéo Fc reduz afinidade com receptores ativadores FcyRs tipo I em células do sistema
imune reduzindo a ADCC (SCALLON et al., 2007). J4 o aumento da galactose terminal pode
aumentar citotoxidade dependente do complemento (CDC) pelo aumento de atividade pela proteina
do sistema complemento C1g (ELASSAD et al., 1994), enquanto o aumento de residuos terminais
de GIcNACc e a diminuicdo da galactose resulta na diminuicdo da ligagdo do anticorpo a C1q e
consequentemente a reducdo de CDC (ELASSAD et al., 1994).

Nos desfechos de infecgbes de humanos por L. infantum, individuos diagnosticados com
LV grave possuem baixos niveis de sialilacdo e galactosilacdo e aumento de fucose na por¢éo Fc
de 1gGs, que estéo correlacionadas com niveis séricos de citocinas pro-inflamtorias alem disso,
apos o tratamento do paciente o perfil de sialilacdo e galactosilacdo de N-glicanas em I1gG1
aumentam, indicando que com a remissdo da doenca o perfil de N- glicosilacdo pode sofrer
alteracOes. Adicionalmente, foi visto um aumento nos niveis de fucosilacdo e reducdo da sialilacao
em relacdo aos padrdes observados em IgGs de individuos portadores de infecgdes assintomaticas.
E a fucosilacdo pode estar relacionada a hipergamoglobulinemia e a uma resposta inflamatoria
descontrolada com “tempestade de citocinas” tipicas da LV (GARDINASSI; DE MIRANDA
SANTOS,2014).
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Figura V- Estrutura esquematica de imunoglobulina 1gG1. A molécula contém duas cadeias
pesadas e duas cadeias leves com dominios variaveis leves (VL) e variavel pesada (VH) formando
o sitio de ligacdo ao antigeno e os dominios constantes leves (CH) e dominios contantes pesados
(CH). A 1gG ainda pode ser dividida em Fab (porcdo de ligacdo ao antigeno) e Fc (porcdo
cristalizavel) que induz as funcdes efetoras da imunoglobulina, (C) regido carboxiterminal e (N)
aminoterminal. Na regido de CH2 observa-se a presenca de glicanas, manose, N-acetilglucosamina,
galactose, fucose e &cido sialico. Fonte: modificado de JANEWAY et al., 2016.

Devido ao fato da captura e andlise de anticorpos especificos de patégenos conhecidos
serem possiveis, podemos observar como as mudancas ocorrem de maneira direcionada a infecgéo,
e como elas acompanham a funcdo efetora alterada de anticorpos. Assim, modelos de doencas
infecciosas ajudam a elucidar o papel do controle da glicosilacdo do anticorpo especifico do
antigeno, definir o papel desses anticorpos na protecdo ou patologia e apontar para novas
oportunidades terapéuticas para ajustar a imunidade por meio da glicosilacdo do anticorpo
(IRVINE; ALTER 2020).

Com as descobertas das funcdes da N-glicosilacdo, a glicoengenharia de anticorpos
terapéuticos e imunoglobulina intravenosa (IVIG) tem sido usada para produzir IgGs terapéuticos
com atividade personalizada, como 1gG sialilada com propriedades anti-inflamatdrias. Também o
desenvolvimento de biomarcadores baseados em mudancas na glicosilacdo tem sido alvo de
pesquisas recentes.

Desta forma, a analise de modelos experimentais com Leishmanias capazes de induzir em
perfis de N- glisilagdo iguais ou semelhantes a de humanos é de grande importancia para
prognostico da doenca e tratamento tendo em vista capacidade de modular a resposta imunoldgica

de forma eficaz em destruigdo do patogeno.
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2 HIPOTESE

Diferentes cepas de L. infantum, oriundas de pacientes portadores de LV que apresentam
diferentes niveis de gravidade do quadro clinico podem induzir um quadro semelhante in vitro e in
vivo, infectividade/viruléncia/ patogénese, e a gravidade da doenca pode estar associada a
capacidade das diferentes cepas em modificar a sialialagdo e fucosilacdo de anticorpos, pois as
diferengas nos desfechos clinicos das infec¢fes de humanos por L. infantum, podem estar
relacionadas ndo somente por diferencas na composicao genética do hospedeiro humano, mas por
diferencas na composicdo genética do parasita, uma vez que as cepas isoladas de pacientes podem
induzir diferencas na infeccdo experimental do hamster, isso porque durante a infecgédo o perfis de
N-glicanas das regifes Fc pode modificar e afetar as funcdes efetoras dos anticorpos.
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3.0 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi de caracterizar cepa padrdo NCL e quatro cepas de
Leishmania infantum isoladas de pacientes humanos diagnosticados com LV apresentando
diferentes niveis de gravidade quanto a infectividade e patogenicidade para macrofagos de
linhagem murina J774 e para hamsters Mesocricetus auratus.

Por meio dos resultados obtidos espera-se estabelecer a cepa a ser empregada em um
modelo experimental no hamster que replique o espectro de desfechos clinicos observados em
humanos infectados com L. infantum para permitir elucidar os mecanismos imunes de resisténcia

e susceptibilidade a esse parasita.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a infectividade das cepas in vitro;

e Auvaliar se ha diferencas nas cepas ao nivel de familia Trypanossomatidae, género
Leishmania e espécie Leishmania infantum.

e Analisar a infecgéo in vivo quanto a inducdo de sintomas em hamsters infectados;

e Analisar as modificacdes histopatolégicas causada pelas diferentes cepas em hamsters
infectados;

e Analisar qual cepa induz maior hipergamaglulinemia em hamsters infectados;

e Analisar as citocinas expressas em células hepaticas e esplénicas de hamsters infectados
com as diferentes cepas, e correlacionar os niveis observados com a sintomatologiaem
hamsters infectados;

e Analisar as mudancas nos niveis de acido sialico e fucose de amostras de IgG total dos

grupos infectados com as diferentes cepas.

39



MATERIAL E METODOS



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo experimental, consideracdes éticas

No presente estudo foi utilizado como modelo experimental hamsters machos da espécie
Mesocriteus auratus, adquiridos da empresa Anilab (Paulinea, SP) com 2 semanas de vida. Os
animais foram mantidos sob temperatura controlada entre 22 e 25°C, alojados em grupos de quatro
e cinco animais em caixas forradas com maravalha, com oferecimento de agua e alimento ad
libitum, diariamente. Todos os experimentos foram aprovados e conduzidos de acordo com o
Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto (CEUA-FMRP)

da Universidade de Sdo Paulo, Séo Paulo sob o protocolo nimero 234/201.
4.2 Obtencdo das cepas de Leishmania infantum

Os isolados clinicos de Leishmania infantum, foram obtidos por meio de uma biblioteca de
amostras de pacientes do Instituto de Doencas Tropicais Natan Portela na regido endémica para
Leishmaniose Visceral de Teresina Piaui, Brasil, e gentilmente cedidas pelo Dr. Carlos Henrique
Nery Costa. As mesmas foram identificadas de forma a preservar a verdadeira identidade do
paciente, de acordo com os codigos: 515, 1686, 1580 e 1851.

Ap0s a puncdo da medula 6ssea dos pacientes com leishmaniose visceral, as amostras foram
submetidas a testes para identificacdo do parasito por meio de coloracéo pelo Giemsa e cultivo em
meio Novy-MacNeil-Nicolle (NNN) contendo 30 mL de sangue de carneiro; 250 mL de &gua
destilada; 3,5 gramas de agar- Bacto™ Agar (BD-Becton Dickinson, Franklin Lakes, EUA); 1,5
mL de cloreto de s6dio (NaCl) (Exodo cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) e 1,25 gramas de
peptone - Trypticase™peptone (BD- Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nova Jersei, EUA) por
sete dias em estufa demanda bioquimica de oxigénio (BOD) (Quimis, Diadema, Sdo Paulo, Brasil)
a 26°C e observacdo das formas promastigotas do parasito ao microscopio optico. Para o
armazenamento das amostras, Leishmanias cultivadas no meio NNN suplementado foram
transferidos para o meio Schneider (Sigma-Co, Sainr Louis, EUA) suplementado com 20 % de
soro fetal bovino (SFB) (LGC biotecnologia, Cotia, Sdo Paulo, Brasil); 2 % de urina humana
masculina; 5 % pennicilina (100 U/ mL) e estreptomicina (100 pg/ mL) (Sigma-Co, Sanint Louis,
EUA) e 1% L- glutamina por 3 a 4 dias em temperatura de 26°C e congeladas de forma lenta até a
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temperatura de -195°C em nitrogénio liquido. No momento do uso as cepas foram descongeladas
de forma rapida e transferidas para o0 meio Schneider suplementado.

Paralelamente, foi utilizado cepa padrdo de Leishmania infantum NCL IOCL 3241 com
codigo internacional de MHOM/BR/2005/NCL, cedida gentilmente pelo Dr. Célio Lopes do
departamento de Bioquimica e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP)

na forma de promastigotas. A cepa teve passagem em camundongo para manutencédo da viruléncia.

4.3 Curva de crescimento das cepas de Leishmania infantum

Para a construcdo da curva de crescimento dos parasitos, uma contagem inicial de 1 x 108
promastigotas/ mL foram cultivadas em garrafas de cultura de células estéreis (Corning
Incorpoated, Corning, NY, EUA) com 5 mL de meio Schineider suplementado, conforme descrito
no item 4.2, sob temperatura de 26°C durante 9 dias. Diariamente, foi realizada a observagéo da
motilidade utilizando-se microscépio 6ptico invertido- Nikon- T1SM (Nikon, Minato, Toquio,
Japdo). Para a contagem, as promastigotas foram diluidas 1:100 em solucéo formol 10 % e contadas
com auxilio de uma cadmara de Neubauer e microscépio 6ptico Nikon- DS-Fi 1 (Nikon, Minato-
Téquio, Japao) na objetiva de 40 x. Os quatro quadrantes foram contados e a quantidade de
promastigota/ mL foi calculada de acordo com a formula descrita abaixo:

n? total de células o
n? = x fator de dilui¢do x 10 000
n? de quadrantes contados

N°: nimero de promastigota/mL
Fator de diluicdo: 102

4.4 Cultura de macréfagos murinos J774.A1

A linhagem de macr6fagos murinos J774. A1, gentilmente cedida pelo Dr. Célio Lopes, foi
utilizada para a infeccéo in vitro com as diferentes cepas de Leishmania infantum no intuito de
caracterizar a viruléncia dos parasitos in vitro. As células 1 x 107 foram cultivadas em garrafas
plasticas de cultura de células com filtro (Falcon Corning, Nova York, EUA) em meio RPMI 1640
contendo L-glutamina (Corning Incorpoated, Corning, Nova York, EUA) suplementado com 10 %
de SFB inativado (Gibco-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e 1 % de
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antibidtico penicilina (100 U / mL) e estreptomicina (100 ug / mL) (Gibco-Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e armazenadas em estufa a temperatura de 37°C com

atmosfera de 5 % de dioxido de carbono (COz) por sete dias, com troca de meio a cada dois dias.

4.5 Infeccdo in vitro

Apbs o periodo de 7 dias em cultura, os macrofagos foram descolados das garrafas com o
auxilio de um raspador de células “cell scrap” (KASVI, Séo José dos Pinhais, Parana, Brasil),
colocados em tubo cdnico e centrifugadas a 125 x g por 7 minutos a 25°C. Em seguida, as células
foram ressuspendidas em 3 mL de meio RPMI 1640 suplementado conforme descrito no item 4.4,
porém com apenas 1% de SFB. Uma aliquota de 10 uL foi retirada para a contagem no contador
de células “countess automated cell conter” (Invitrogen, Invitrogen Life Technologies, Calsbad,
California, EUA) para a padronizacdo do nimero de células para a infeccdo. Em uma placa de
cultura de células de 24 pogos (EasyPath, Indaiatuba, Sdo Paulo, Brasil) com laminulas redondas
de vidro (Cover glass Knittel, Berlim, Alemanha) foram adicionados 1 x 10° células/pogo em um
volume de 300 pL, e entdo armazenadas a 37 °C em atmosfera de 5% de CO: por 2 horas para
adesdo nas laminulas de vidro.

As promastigotas de Leishmania infantum em fase estacionaria de crescimento oriundas de
infeccdo em hamster, em segunda passagem, foram centrifugadas, por trés vezes, a 3000 rpm sob
temperatura de 4°C por 10 minutos, com PBS 1 X estéril (tampdo de salina-fosfato), as células
foram ressuspendidas em aglutinina de amendoim “Peanult Agglutinin” (PNA) na concentracao de
500 ug / mL (Sigma- Aldrich, Saint Louis, EUA) e mantidas sob temperatura ambiente (TA) por
20 minutos para selecdo das promastigotas metaciclicas. Os parasitos foram, entdo, centrifugados
a velocidade de 200 x g por 5 minutos a 4°C, por trés vezes, com adicdo posterior de PBS 1X
estéril. ApGs a preparacdo dos parasitos e retirada do meio de cultura das células, 1 x 10°
promastigotas em 300 pL de meio RPMI suplementado, foram adicionados em cada po¢o contendo
os macrofagos (proporcdo de 10:1 Leishmania/ células) com interacdo de 4 horas a 37 °C em
atmosfera de 5% de CO2. Ap0s o periodo de interagéo, os parasitos ndo fagocitados foram retirados
com a remog¢do completa do meio de cultura e adigdo de mais 500 uL de meio RPMI suplementado,

sendo mantido sob mesmas condicGes de temperatura descritas anteriormente.
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O experimento foi analisado ap0s 24, 48 e 72 horas de infecgdo, e foi realizado em triplicata.
Ap0s cada periodo determinado, 200 uL do sobrenadante de cada pogo foi armazenado a -20 °C
para dosagem do Oxido nitrico (NO), em seguida os pogos foram lavados com PBS 1X estéril por
trés vezes, fixados por incubacéo instantanea em metanol gelado por 10 minutos, corados com
Panotico rapido (LB-Laborclin, Pinhais-PR, Brasil), retiradas da placa para montagem em lamina
(StarFrost-Knittel, Berlim, Alemanha) e montadas com Permount® (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA).

A infeccdo foi contada em microscépio Optico, com objetiva de imersdo (100 X). Foram
analisados 100 macrofagos por laminula e determinada a proporcdo de macréfagos infectados, o
numero de amastigotas por macréfago infectado e o indice de infeccéo.

II = MIx AMA

I1: indice de infeccdo

MI: macréfagos infectados

AMA: nimero de amastigotas por macréfago infectado

4.6 Infeccdo de hamsters Mesocricetus auratus

As promastigotas metaciclicas em segunda passagem foram selecionadas com PNA
conforme descrito no item 4.5, ressuspendidas em PBS 1X estéril e os hamsters com 3 semanas de
idade foram infectados com 200 uL de PBS 1X contendo 1,7 x 107 parasitos por via intracardiaca,
0s animais controles receberam PBS 1X pela mesma via. Os grupos tiveram a seguinte separacao:
o controle que recebeu PBS 1 X com 4 animais, a cepa 1580 com 4 animais, a cepa 1686 com 4
animais, a cepa 1851 com 5 animais e a cepa 515 com 5 animais (Figura V).

Durante o experimento os hamsters foram pesados semanalmente e os sinais clinicos da
doenca checados constantemente. A eutandsia foi realizada quando os hamsters infectados
exibiram um dos seguintes critérios: perda de peso em 20%; inapeténcia e incapacidade de beber
agua ou de responder a estimulos externos conforme descrito por Aslan e colaboradores (ASLAN
et al., 2013), os controles sem infeccdo e os assintomaticos perpetuaram por nove meses. Foi
utilizado quetamina (200 mg/ kg) e xylazina (10 mg/ kg) na eutanasia.

As amostras de sangue foram retiradas por via intracardiaca, ap6s a eutanasia dos animais,
e centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a TA para a obtencéo de soro. Em fluxo laminar os
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hamsters foram colocados em decubito dorsal com assepsia da regido abdominal e posteriormente
foi feita a abertura da cavidade abdominal com auxilio de tesoura cirdrgica para a remog¢éo do bago
e figado. Os 6rgdos foram analisados macroscopicamente, carimbados pelo método “imprint”,

descrito no item 4.8, pesados e subdivididos em quatro fragmentos, para diluicdo limitante,
extracdo de RNA, DNA e histologia.

26 hamsters (Mesocricetus auratus)

1,7 x 107 de promastigotas metaciclicas selecionada com PNA, na
fase estacionaria de crescimento, injetados por via intracardiaca.
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6, IL-1p, IFN y, IL-4, blot
IL-10 e TGF-B.

Figura V- Delineamento experimental da infec¢do in vivo. Hamster (Mesocricetus auratus)

como modelo experimental, infectado por via intracardiaca.




4.7 Esfregaco poe aposi¢édo “imprint”

Figado e baco foram carimbados em laminas (StarFrost- Knittel, Berlim, Alemanha),
corado com Panotico (LB-Laborclin, Pinhais-PR, Brasil) e analisado em objetiva de 100x no

microscopio optico.

4.8 Histologia

As amostras de baco (porc¢do anterior) e figado (lobo direito) de todos os hamsters, logo
apos a eutanasia, foram colocadas em formaldeido a 10% com PBS 1X por 72 horas, lavadas 3
vezes com agua destilada, cortadas e colocadas em cassetes para 0 processo de desidratacdo com
alcool nas concentracGes de 80% por 30 minutos; 90% por 30 minutos; absoluto 1 por 30 minutos;
absoluto 2 por 30 minutos; absoluto 3 por 30 minutos; absoluto 4 por e por xilol 1 por 30 minutos,
xilol 2 por 30 minutos e xilol 3 por 1 hora. Os fragmentos desidratados foram embebidos em
parafina 1 e 2 por 1 hora em cada parafina, armazenados no freezer e cortadas em 4-5 um com
auxilio do micrétomo, corados com hematoxilina e eosina (HE) e entdo avaliadas em microscopia
Optica com objetiva de 20X e 40X.

As alteragdes foram avaliadas semi-quantitativamente, tendo em conta a extensdo das
alteracOes ao longo da secc¢do histolégica e classificadas como: 1 — sem alteracdo, 2 - discreto (20-
30%), 3 - moderada (30-60%) e 4 - grave (> 60%).

4.9 Diluigdo limitante (LD)

Apds a abertura da cavidade abdominal dos animais em fluxo laminar, o baco (porcéo apical
anterior) e o figado (lobo esquerdo) foram coletados, pesados e macerados com 2 mL de meio
Schineider suplementado, conforme descrito no item 4.2, a 25 °C em filtro de células 100 um nylon
estéreis (Falcon Corning, Nova York, EUA). A suspensédo foi homogeneizada, com o auxilio de
uma pipeta, por dez vezes, para as amastigotas sairem dos macrofagos, o homogeneizado foi
diluido em placas de 96 pogos para cultura de células de fundo chato (Falcon-Becton Dickson,
Franklin Lakes, EUA) na proporcao de 1:10 em meio Schineider suplementado, e seguida por 12

diluicdes seriadas na base 10 em triplicatas, as placas foram vedadas com filme para vedagéo
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(Parafilm® Bemis Compani, Neenah, Wisconsin, EUA) e acondicionadas em estufa bioldgica
refrigerada BOD a 26°C por 7 dias. Ap0s esse periodo foi realizada a contagem das promastigotas
em camara de Neubauer na dilui¢do de 1:100 em formol 10% PBS 1X, de acordo com o item 4.3
(LIMA, 2010). A carga parasitaria por diluicdo limitante (LD) foi determinada a partir da mais alta
diluicdo que se observou o crescimento de promastigotas. A média do nimero de parasitos
presentes na triplicata foi multiplicada pelo fator de diluigdo do pogo correspondente, e o valor
encontrado reflete a quantidade de parasitos presente no fragmento do érgdo macerado (TITUS,
1985). A partir do valor encontrado para o fragmento, pode-se calcular a quantidade de parasito
correspondente ao 6rgdo inteiro, seguindo a relacéo:
NP x POI (gr)

PF (gr)
NP: nimero de parasitos contatos na maior diluicdo, considerando todos os fatores de diluicéo.

Numero de parasitas no 6rgao =

POI: peso do 6rgao inteiro.

PF: peso do fragmento.

4.10 Extracdo de DNA de figado e baco dos hamsters

Apos a coleta de figado e baco dos hamsters, os mesmos foram armazenados a -70 °C até o
momento do experimento. Foram utilizados 25 mg de figado e 10 mg de baco para a extragdo de
DNA seguindo as instrugdes do kit “Pure Link Genomic DNA mini” (Invitrogen Life
Technologies, Calsbad, California, EUA). Inicialmente em tubo cdnico os 6rgaos foram cortados
e pesados, em seguida foi adicionado 180 pL tampao de digestdo que promove a desnaturacdo de
proteinas e facilita a a¢do da proteinase K, e 20 uL proteinase K aquecidos a 55 °C por 1 hora para
o figado e 3 horas para o bago com breve agitagdo em “vortex mixer K45 2810 (Kasvi basic,
Buenos Aires, Argentina) para a digestdo dos tecidos. ApoOs esse periodo as amostras foram
centrifugadas e o sobrenadante transferido para outro tubo conico e adicionado 20 uLL RNase A por
2 minutos em TA, para digestao e remocao do RNA, 200 uL tampao de ligagao e 200 puL de alcool
a 95%, ambos facilitam a ligagdo do DNA na membrana de silica presentes na coluna onde sera
transferida a amostra para posteriores lavagens com remoc¢ao das impurezas e elui¢do em 100 pL

de tampao de eluigé&o.
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Depois da extracdo de DNA, as amostras foram quantificadas no Nanodrop ND100
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e a integridade avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1% com 200 ng de DNA, 1 puL de “gelred” 1X Biotium (Sao
Francisco, EUA) usado para corar o DNA, tamp&o amostra 6X (60 mM EDTA, 10 mM de Tris-
HCL, pH 7.6, 0,25 % de azul de bromofenol e 0,25% xileno cianol) utilizados como corantes para
facilitar a visualizacdo do DNA na eletroforese em campo elétrico, mais g.s.p. (quantidade
suficiente para) de 10 uL de agua livre de nuclease estéril. Por fim, foram submetidos a corrente
elétrica com tampéo tris-acetato-EDTA- TAE 1 nas condi¢bes de 150 W, 150 A por 1 hora e
analisada no aparelho (Bio Imaging Systems- Mini Bis P DNR, Baton Rouge, Lousiana, EUA),

posteriormente foi armazenada no -20 °C.

4.11 Extracdo de DNA dos isolados clinicos de L. infantum e das cepas HUUFS14 e NCL IOCL
3241

O DNA da cepa HUUFS14 de L. infantum foi extraido utilizando o Kit “Wizard® SV
Genomic DNA Purificantion System” (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) de acordo com o
fabricante, pelo método de isolamento de DNA gendmico de cultura de células. Utilizando a
microcentrifuga, 1 mL da cultura do parasito foi lavado com PBS 1X por centrifugacdo a 3000
rpm, 4°C por 10 minutos, e colocado em tubo conico com 150 pL. de tampao de lise, em seguida
homogeneizado com a pipeta, transferido para a coluna, centrifugado novamente. Em seguida a
coluna contendo o DNA foi lavado e centrifugado por 4 vezes com 650 pL de solugdo de lavagem
fornecida pelo kit, centrifugado, 2 pL de RNase A foi colocado em 30 pL de dgua livre de nuclease
para remogdo do RNA, posteriormente a amostra foi centrifugada e quantificado no Qubit® 2.0
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e armazenado no -20 °C.

Para a extragdo de DNA dos promastigotas, 1 x 108 parasitos cultivados em meio Schneider
suplementado conforme descrito no item 4.2, foram centrifugadas a 3000 rpm, 4°C por 10 minutos
para retirada do meio de cultura, em seguida lavadas trés vezes com 1 mL de PBS 1X esteril,
centrifugadas novamente sob as mesmas condigdes descritas acima, e ressuspendido em 200 pL de
PBS 1 X estéril. O “kit Pure Link Genomic DNA mini” (Invitrogen Life Technologies, Calsbad,
California, EUA), foi utilizado para a extracdo de DNA, de acordo com as instrucdes do fabricante,

ao qual no término das lavagens, foram adicionados 20 pL proteinase K, 20 uLL RNase A e 200 uL.
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tampéo de ligacdo, e incubadas por 10 minutos a 55°C em banho-maria para promover a digestéo
de moléculas e proteinas. No proximo passo, foram adicionados 200 pL de &lcool 100% e o
conteddo no tubo conico foi transferido para a coluna, centrifugado a 10 000 x g por 1 minuto, em
seguida lavado duas vezes com 500 puL tampao de lavagem fornecido pelo kit e entre as lavagens
centrifugado a 10000 x g por 1 minuto, no fim as amostras de DNA foram eluidas em 100 pL de
tampéo de eluicdo, quantificadas no Nanodrop ND100 (Thermo Fisher Scientific- Waltham,
Massachusetts, EUA) com integridade avaliada por eletroforese em gel de agarose 1% com 200 ng
de DNA, 1 uL de gelred” 1X Biotium (Sao Francisco, EUA) usado para corar o DNA, tampé&o
amostra 6X (60 mM EDTA, 10 mM de Tris-HCL, pH 7.6, 0,25 % de azul de bromofenol e 0,25%
xileno cianol), utilizados como corantes para facilitar a visualizacdo do DNA na eletroforese em
campo elétrico, mais q.s.p. 10 uL de agua estéril livre de nuclease. Sendo entdo submetido a
corrente elétrica com tampdo tris-acetato-EDTA- TAE 1 X nas condi¢des de 150 W, 150 A por 1
hora e analisada no aparelho (Bio Imaging Systems- Mini Bis P DNR, Baton Rouge, Lousiana,
EUA), posteriormente armazenadas em temperatura de -20 °C.

4.12 Analise dos produtos por cPCR- PCR convencional

Na cPCR foi utilizado os iniciadores LinJ31seq na concentragdo de 0,4 uM, direcionado
para amplificacdo de Leishmania infantum, na regido de 500 pb com sequéncia sob sigilo, doado
gentilmente pela Prof. Dra. Sandra Regina Costa Maruyama do Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCAR). A reacdo foi composta por tampao
TRIS 1x (ImM de Triss-HCL pH=8 e 5mM de KCL), que mantém o pH 6timo para que ocorra a
reacdo; 0,2 mM dNTP — nucleotideos; 2 mM de MgCl2 que otimiza a taq polimerase, 0,05U/u Taq
DNA polimerase- enzima responsavel pela amplificacdo do DNA,; 12,75 uL de agua ultrapura e 3
pL de amostra com concentracdo de 100 ng foram utilizados em um volume total de 25 pL em tubo
conico livre de nucleasse. Em seguida, a reacdo foi submetida as condi¢des de desnaturacéo inicial
a 95 °C por 3 minuto, seguida por desnaturacdo com 30 ciclos a 94 °C por 60 segundos, anelamento
a 55 °C por 30 segundos, extensdo a 72 °C por 40 segundos e uma extensao final a 72 °C por 7
minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador Biometra Tone (Analitik Jena, Jena,

Alemanha).
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Para avaliacdo em eletroforese, 1 pLL de marcador “ladder” Gene Ruler 1 “kilobytes” (kb)
DNA Plus ladder (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) foi colocado no
primeiro poco para detectar o peso molecular de cada banda, nos pocos posteriores foram colocados
5 pL/ pogo dos produtos da PCR, em gel de agarose a 1%, corado com “Syber Safe” na propor¢ao
de 1:10 000 (Invitrogen Life Technologies, Calsbad, California, EUA), que facilita a visualizagdo
de DNA em gel de agarose sob excitacdo de luz ultravioleta, a corrida ocorreu em tampdo TAE 1X
nas condicdes de 80 W e 400 A por 40 minutos e analisado no ChemiDoc ™ XRS. System (Bio-

Rad, Hércules, Califérnia, EUA) e no software Image Lab ™ 3.0.

4.13 Analise das diferentes cepas por cPCR

Na PCR convencional para analise dos diferentes isolados clinicos (515, 1686, 1851 e 1580)
e das cepas (HUUFS14 e NCL IOCL 3241) de Leishmania infantum foram utilizados iniciadores
Hsp70 (ESPADA et al., 2018) que identifica o género Leishmania e iniciadores SSU (NOYES et
al., 1999) que identifica a familia Trypanossomatidae com amplificacdo nos seguimentos de 1286
pb e 561 pb, respectivamente. Os iniciadores utilizados (Tabela 1) nessas reacdes foram doados
gentilmente pela Profa. Dra. Sandra Regina Costa Maruyama do Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de Sédo Carlos (UFSCAR), com sequéncias descritas em
(ESPADA et al., 2018) e (NOYES et al., 1999).

Tabela |- Sequéncia de iniciadores “foward e reverse”, Hsp70 especificos para identificacdo
do género Leishmania e SSU especifico para a familia Trypanossomatidae.

Iniciador Sequéncia

Hsp70 F: 5"-GAAACAAGAAACACGGGAG-3
R:5- CTACTGGGCAGCTTGGAA-3"

SSuU F: 5 - TGGGATAACAAAGGAGCA-3’

R: 5- CTGAGACTGTAACCTCAAAGC-3
Fonte: Espada et al., (2018); Noyes et al., (1999).

A reacdo para cPCR com Hsp70 foi composta por tampdo 1x (ImM de Triss-HCL pH=8 e
5mM de KCL) o qual mantém pH 6timo para que a reagdo ocorra; 0,2 mM dNTP- nucleotideos;

0,2 uM de cada iniciador contendo sequéncia de interesse; 2 mM de MgClz que otimiza a reacao
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da Taq polimerase; 0,05U/u Tag DNA polimerase, enzima responsavel pela amplificagdo do DNA;
13,75 pL de &gua ultrapura e 3 uL. de DNA na concentracdo de 100 ng utilizados em um total de
25 pL em tubo cénico livre de nuclease. J& com relacdo a reacdo de cPCR para SSU foi utilizado
as mesmas concentracoes, exceto para cada iniciador que foi modificada para 0,4 mM; MgCl; a 4
mM e 10,75 uL de &gua ultrapura. Ambas as reagdes foram submetidas as condi¢des de
desnaturacdo inicial a 94°C por 4 minuto, seguida por desnaturacdo de 30 ciclos a 94°C por 50
segundos, anelamento de 57°C por 1 minuto, extensao de 72°C por 1 minuto e 30 segundos e uma
extensdo final a 72°C por 7 minutos. O equipamento utilizado foi o termociclador (Biometra Tone,
Analitik Jena, Jena, Alemanha).

Para anélise, foram colocados 5uL/ pogo do produtos da PCR com um poco contendo 1 pL
do marcador “Gene Ruler 1 kb DNA Plus ladder” (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), foram aplicadas na eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com “Syber
Safe” (Invitrogen Life Technologies, Calsbad, California, EUA), em tampao TAE 1X nas
condigdes de corrida 80 W, 400 A por 40 minutos e analisado no Transluminador de LED Kasvi
K33-333 (KASVI, Sdo José dos Pinhais- PR, Brasil) e fotodocumentada por aparelho fotogréafico
digital Sony Cyber Shot DS (Sony, Minato, Téquio, Japéo).

4.14 Construgédo da curva padrdo para PCR em tempo real (qPCR)

A curva padréo foi feita a partir de DNA genémico (JDNA) extraido da cepa HUUFS14
conforme descrito no item 4.11, para estimar a quantidade de promastigota utilizada. Para isso, foi
considerado o tamanho da L. infantum (haploide) 31,2 Mb (GONZALEZ-DE LA FUENTE et al.,
2017), KDNA (DNA do cinetoplasto), correspondente a 15,8% da massa total de um parasito
(JARA et al., 2013) e que a Leishmania sp. é diploide (STERKERS et al., 2011; REIS-CUNHA,;
VALDIVIA; BARTHOLOMEU, 2018), o valor da massa foi calculado de acordo com a referéncia
em Applied Biosystems (2016).

Apbs os calculos foram feitos seis pontos de curva em duplicata com estimativa de
1.000.000 (10°); 100.000 (10°); 10.000 (10%; 1.000 (10%); 100 (10%) e 10 (10%) parasitas, desta
forma foram colocados 3 uL. de gDNA de Leishmania de cada ponto da curva, 1 pL de gDNA de
figado/ bago de hamster sem infecgdo, 5 uL 2x SYBR green Master-mix, agente fluorescente que
se liga no DNA de fita dupla que é captado pelo aparelho de PCR em tempo real (PCR Biosystems,
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Reino Unido, Londres), 0,5 puL de cada iniciador LinJ31seq “foward e reverse” (2 uM), totalizando
10 pL na reacdo. Essas quantidades de DNA foram padronizadas de forma que o DNA do hamster

presente nas amostras nao interfira na eficiéncia dos iniciadores.

4.15 Analise dos produtos por gPCR

Para analise dos produtos item 4.10 e da curva item 4. 14, foi utilizado iniciadores
LinJ31seq, com sequéncia sob sigilo, na concentragdo de 2 uM, direcionado para amplificagdo de
L. infantum. Nas curvas foram adicionados 4 pLL de cada ponto (DNA da Leishmania e das amostras
do item 4.11) com 5 pL de 2x SYBR green Master-mix e 0,5 pL de cada iniciador “foward e
reverse” (2 M), totalizando 10 pL na reagdo (item 4.14). As amostras de DNAs de figado e baco
dos hamster (item 4.10) inicialmente foram padronizadas a 20 ng de DNA com as mesmas
quantidades de iniciadores e “Sybr” descritos anteriormente. Depois, reagente ¢ amostras foram
distribuidos em placas de 96 pocos (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) selada
com adesivos MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied Biosystems, Waltham,
Massachusetts, EUA), centrifugadas a 1000 x g por 1 minuto em TA e colocada no aparelho 7500
“Real-Time PCR System” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) nas
condigdes de desnaturagéo inicial a 95°C por 3 minuto, seguida por desnaturagdo com 40 ciclos a
94°C por 10 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 40 segundos e
uma extensao final a 72°C por 30 segundos. Os resultados foram expressos pelo nimero de parasito
por 6rgdo, onde quantidade média dividido por 20 ng foram multiplicados pelo peso do 6rgéo em

miligrama.
4.16 Extracdo de RNA de figado e baco de hamsters

Para a extracdo de RNA, a porcao do processo caudado do lobo caudado do figado (200
mg) e a regido posterior do baco (100 mg) foi macerada com nitrogénio liquido, logo apos a retirada

nos animais, adicionado 1 mL de trizol- Tri reagent® (Sigma- Aldrich, Saint Louis, EUA) para

isolar e preservar o RNA, e em seguida armazenado no -70°C até o uso.
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Apo0s o descongelamento 150 uL do homogeneizado de trizol de figado foram colocados
em tubo conico e adicionados mais 350 pL de trizol, ja para o bago foram usados 300 uL do
homogeneizado em 200 puL de trizol. Em seguida foram adicionados para figado e bago 200 pL de
cloroférmio, homogeneizado com a pipeta e armazenado sobre o gelo por 5 minutos para a extracdo
do RNA e solubilizacdo dos lipidios permitindo a sua remocdo. Depois 0 homogeneizado foi
centrifugado a 1200 x g por 15 minutos a 4°C, para coleta da porgéo translucida, contendo o RNA
e acrescido 200 pL de élcool 95% para cada 6rgdo, para promover a precipitacao e limpeza dos
sais presentes no RNA. O RNA total foi isolado de acordo com as instrugdes do fabricante atraves
do kit “SV total isolation system” (Promega, Madison, Wisconsin, EUA) com transferéncia do
homogeneizado para coluna, que contem fibras de vidro facilitando a ligacdo do RNA na superficie
silica presente nas fibras de vidro, para ser centrifugado (12 000 x g por 1 minuto) e lavado com
600 pL de solugdo de lavagem, em seguida foram adicionados 50 pL “DNase mix” por 15 minutos,
para digestdo do DNA gendmico contaminante. A reacdo foi parada com 200 pL de solugdo “stop”
e lavado com 600 puL de solucdo de lavagem com centrifugagdo a 12 000 x g por 1 minuto com
processo repetido por duas vezes, para remoc¢do dos sais contaminates, proteinas e impurezas
celulares, e em seguida eluido em 100 pL de agua livre de nuclease.

Ap0s a extracdo as amostras foram quantificadas no aparelho nanodrop (Nanodrop ND100
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) e armazenadas no -70°C. O DNA
complementar (cDNA) foi preparado com RNA total extraido do figado e bago utilizando o Kit
“High- Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,
EUA), de acordo com as instrucfes do fabricante, onde 1 ug de RNA total de figado ou 0,5 ug de
RNA total de baco foram adicionados em 10 uL de “2X RT master mix”, ¢ em seguida colocados
no termociclador nas condicdes de 1 ciclo de 10 minutos a 25°C, 1 ciclo de 120 minutos a 37°C, 1
ciclo de 5 minutos a 85°C e 1 ciclo a 4°C, consecutivamente. Ap6s o término, os tubos foram
retirados do termociclador e armazenados a temperatura de -20 °C até o momento da amplificacao
por qPCR.

4.17 Analise do gPCR das citocinas

Amostras de cDNA adquiridas conforme descrito no item 4.16 foram utilizadas para a

analise de citocinas. Os iniciadores e sondas para 0s genes que codificam para as citocinas TNF-a,
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IL-6, IL-1B, IFN-y, IL-4, IL-10, TGF-B (Tabela II), foram desenvolvidos pela empresa “LCR
Cientific” (Cosmopolis, Sdo Paulo, Brasil) com sequéncia descrita em (ZIVCEC et al., 2011) na
concentragdes de 0,3 uM de cada iniciador; 0,2 uM de sonda que possui uma sequéncia especifica
entre os iniciadores, suas extremidades possui agentes como “quencher” e “ reporter” que quando
juntos ndo emitem fluorescéncia, entretanto quando estéo na reagdo com todos os componentes do
PCR, a sonda se separa durante a amplificacdo e emite a fluorescéncia que é captada pelo aparelho
de PCR em tempo real. Além disso, a reacdo € composta por 5 uL de mix 2X gPCR BIO Probe
Mix Separate Rox (PCR Biosystems-Reino Unido, Lodres), 1 uL de cDNA e 3,2 uL de agua livre
de nuclease, totalizando 10 uL. Em seguida, as placas seladas com adesivo MicroAmp™ Optical
Adhesive Film (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts, EUA) foram centrifugadas a 1000
x g por 1 minuto em TA e colocada no aparelho 7500 “Real-Time PCR System” (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) com desnaturacdo inicial de 95 °C por 10 minutos
seguidos por 30 ciclos de desnaturacdo de 95°C por 15 minutos e anelamento e extensao de 58 °C
para os iniciadores exceto para IL-6 com temperatura de anelamento de 56 °C por 1 minuto.

A andlise da expressdo relativa para cada gene alvo (citocinas) e a obtencdo da
quantificacdo relativa ou “fold chang” (QR) foi realizado pelo método Delta- Delta Ct (AACYt)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), no qual inicialmente ¢ calculado os valores médios dos ACts de
cada amostra, através da subtracdo do Cts dos genes alvos (citocinas) com os Cts dos genes
endogenos (“housekeeping” B2M) [ACt= média dos Cts (genes alvo) - média dos Cts (genes
endogenos B2M)]. Posteriormente os ACt das amostras infectadas foram normalizadas pela
subtracdo da média dos ACts dos animais ndo infectados para obtencdo do AACt [AACt= ACt
(amostras) - ACts (amostra normalizadora)]. Apds a determinagdo do AACt, aplicou-se a formula

248t “que resultou no valor da expressdo génica relativa.
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Tabela 11- Sequéncia de iniciadores (F) “foward”, (R) “reverse” e (P) “probe”-sonda de
citocinas TNF-a, IL-6, IL-1p, IFN-y, IL-4, IL-10 e TGF-B expressas em células de figado e

baco de hamsters.

Gene de interesse

Sequéncia

B-2-Microglobulin (B2M)

Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

Interleucina- 6 (IL-6)

Interleucina- 1 beta (IL-1p)

Interferon gama (IFN-y)

Interleucina- 4 (1L-4)

Interleucina- 10 (IL-10)

Fator de crescimento transformador
(TGF-B)

F:5-GGC TCA CAG GGAGTT TGT AC-3
R:5-TGG GCT CCT TCAGAG TTATG-3
P: FAM-CTG CGA CTG ATA AAT ACG CCT GCA

F:5-GGA GTG GCT GAG CCATCG T-3
R:5-AGC TGG TTG TCT TTG AGA GAC ATG-3
P: FAM-CCA ATG CCC TCC TGG CCA ACG

F:5°- CCT GAA AGC ACT TGA AGA ATT CC-%
R:5°-GGT ATG CTA AGG CAC AGC ACACT-3
FAM-AGA AGT CAC CAT GAG GTC TAC TCG
GCA AAA

F:5°- GGC TGA TGC TCC CAT TCG-3
R:5- CACGAG GCATTTCTGTTGTTC A-3°
P:FAM-CAG CTG CAC TGC AGG CTC CGA G

F:5°- GGC CAT CCA GAG GAG CAT AG-3

R:5°- TTT CTC CAT GCT GCT GTT GAA-3’
P:FAM-CAC CAT CAA GGC AGA CCT GTT TGC
TAACTT

F:5°- CCA CGG AGA AAG ACC TCATCT G-3
R:5°- GGG TCA CCT CAT GTT GGA AAT AAA-3
P:FAM-CAG GGC TTC CCA GGT GCT TCG CAA
GT

F:5°- GTT GCC AAA CCT TAT CAG AAATGA-3
R:5-TTC TGG CCCGTG GTT CTC T-3°

P: FAM-CAG TTT TAC CTG GTA GAA GTG ATG
CCCCAGG

F:5°- TGT GTG CGG CAG CTG TACA -3
R:5- TGG GCT CGT GAATCC ACT TC -3
P: FAM-CGA CTT TCG CAA GGA CCT GGG CT

Fonte: Zivcec et al., (2011).
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4.18 Preparacao de antigeno

O antigeno foi feito com a cepa NCL IOCL 3241, uma vez que é a cepa de referéncia
utilizada neste estudo, assim no dia de pico de crescimento as promastigotas metaciclicas foram
selecionadas por PNA e ressuspendido em 4 mL de coquetel capaz de inibir enzimas que degradam
as proteinas- inibidores de proteases composto por sacarose a 8% diluido em Tris HCL 5 mM com
pH 7.4; leptina a 0,5 ug/ mL; pepstatina a 0,07 ug/ mL; tripsina 50 ng /mL e fluoreto
fenilmetilsufonil 2 pg/ mL. Os parasitos foram submetidos a choques térmicos por cinco ciclos em
banho-maria a 37°C e nitrogénio liquido, foram entdo sonicadas (Sonics-Vibra cell Biovera,
Heerbrugg, Suiga) durante 5 minutos com pulso de 30 minutos por cinco vezes, para rompimento
das células, em seguida a amostra foi centrifugada a 1400 x g por 5 minutos a 4°C para a coleta do
antigeno soluvel. A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo método do acido bicinconinico
BCA com auxilio do kit “BCA Protein Assay, Pierce” (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA), de acordo com as instru¢es do fabricante. Uma curva com 9 pontos
contendo albumina nas dilui¢des de: 2000; 1500; 1000; 750; 500; 250; 125; 25 pg/ mL e um ponto
sem albumina foi preparada, em seguida foi feita uma dilui¢do de 1:5 das amostras. Posteriormente,
foram colocados 25 pLL das amostras e das curvas em placa de fundo chato estéril individual de 96
pogos (Cralplast, Cotia, Sdo Paulo) mais 200 uL de reagente A e B na proporcao de 50:1 e incubada
em estufa a 37 °C por 30 minutos. A leitura foi realiza ap6s a incubacdo com absorbéancia de 562
nm utilizando um espectrofotbmetro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific- Waltham,
Massachusetts, EUA).

4.19 Deglicosilacdo de antigeno de Leishmania infantum

A presenca de glicanas em antigenos de Leishmania foi relatado em estudos para
desenvolvimento de diagndsticos e de adjuvantes para vacinas (SILVEIRA; KEMMELMEIER,
1995; OSANYA et al., 2011). Desta forma nos testamos a eficiéncia do tratamento do antigeno
com a enzima GlycINATOR Endo S2 LE 2000 unidades (Genovis, Cambridge, USA) para a
remocdo das glicanas; afim de usar o antigeno posteriormente na técnica Enzyme-linked lectin
assay (ELLA), com lectinas biotinilados especificas para detectar carboidratos na superficie de
glicoproteinas (GORNIK; LAUC, 2007; THOMPSON et al., 2011).
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Apos a preparacdo do antigeno de Leishmania infantum no item 4.18, o antigeno da cepa

NCL IOCL 3241 foi deglicosilado com a enzima GlycINATOR Endo S2 2000 unidades (Genovis,
Cambridge, USA) que remove as glicoformas em 1gG, na proporc¢édo de 1:50 (antigeno — enzima)
diluidos em PBS 1X, e incubados a 37° C em banho-maria por 30 minutos. Posteriormente, em
tubos diferentes10 pg de cada antigeno foram ressuspendidos em q.s.p 30 pL de tampao de amostra
5X (Tris- HCI 125 mM pH 6,8- fornece ions para a formacao na corrente na eletroforese; glicerol
20%- permite que amostra entre no poco por forca de gravidade, dodecil sulfato de sodio [SDS]
8%- um detergente que desnatura as proteinas e normaliza proporg¢do massa/carga; -
mercaptoetanol 10%- agente que cliva ligagdes de dissulfeto, azul de bromofenol 0,025%- corante
que facilita a aplicacdo da amostra no gel e auxilia no monitoramento da corrida) foram aquecidas
a 100°C por 5 minutos, para desnaturagdo. Depois, 15 pL amostra/pogo foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida— SDS-PAGE 15% (Bio- Rad laboratories, HErcules,
Califérnia, EUA) utilizando-se o sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad laboratories,
Hercules, California, EUA) a 250 V e 0,15 A/ par de gel por 35 minutos em tampé&o de corrida 1X
(Tris- base 25 mM; Glicina 250 mM; SDS 2%). Apds, as proteinas foram transferidas do gel para
membrana de nitrocelulose 0,45 uM (GE healthcare, Chicago, lillinois, EUA) utilizando-se o
sistema Trans-Blot® SD (Bio-Rad- Hercules, California, EUA) com tampdo de transferéncia 1X
(glicina 40 mM; tris- base 48 mM; SDS 10% -3,7 mL; metanol 20%, g.s.p. 1 litro) a 25 V; 0,25 A/
gel, 300 W por 35 minutos. A membrana de nitrocelulose contendo o antigeno deglicosilado e ndo
deglicosilado foi bloqueada com solucéo de 0,5% de PVA —alcool polivinilico com peso molecular
50 000 g/mol (Sigma- Aldrich, Saint Louis, EUA) diluido em PBS 1 X (solucdo descrita no item
4.25) por 12 horas a 4°C, um polimero que ndo possui interacdo com glicanas. A membrana foi
lavada trés vezes com PBS-T 0,1% (PBS pH 7,4 e Tween 20 0,1%) TA por 5 minutos sob agitacao
orbital e incubada com lectinas biotinilada especifica para &cido sialico Sambucus nigra
(elderberry bark) (Vector Laboratories, Maravai LifeSciences- California, EUA) ou para fucose
Aleuria aurantia (Vector Laboratories, Maravai LifeSciences- California, EUA) na concentracao
de 2 ug/ mL em PBS 1X por 1 hora sob agitacdo orbital em TA, em seguida foram lavadas trés
vezes com PBS-T 0,1% TA por 10 minutos sob agitacédo orbital. A streptavidina HRP (Sigma-Co,
Sainr Louis, EUA), gque detecta moléculas biotiniladas (Sigma-Co, Sainr Louis, EUA) diluida
1:400 em PBS 1X foi adicionada sobre a membrana e incubada por 30 minutos em PBS 1X, foram
entdo lavadas nas mesmas condigdes anteriores e revelada com reagente de deteccdo ECL (GE
57



healthcare, Chicago, lillinois, EUA) em sistema ImageQuantTM LAS 500 (GE healthcare,
Chicago, lillinois, EUA).

4. 20 “Enzyme linked immuno sorbent assay” - ELISA

As placas Nunc (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de 96 pocos
foram sensibilizadas com 100 pL por poco de antigeno de Leishmania, obtidos conforme descrito
no item 4.18, na concentragdo de 2 pg diluido em tampao de bicarbonato pH 9,6 composto por
carbonato de sodio (Na.CO3) 15mM e Bicarbonato de sddio (NaHCO3) 35mM e armazenadas a
4°C por 12 horas, para promover a ligagdo dos antigenos na placa. Apds esse periodo, as placas
foram lavadas trés vezes com PBS 1X; 0,05% de tween 20 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA) (PBS-T) e bloqueadas com 200 uL de solugdo contendo 5% leite em po
desnatado diluido em PBS 1X e 0,05% de tween 20 por 2 horas TA, e ap0s este tempo 0s Soros
foram adicionados a solucdo de bloqueio na diluicdo de 1:100 seguindo de diluicdo seriada até
1:3200 e incubacdo em estufa a 37 °C por 1 hora. Terminada a incubacéo as placas foram lavadas
por duas vezes com PBS-T e uma com PBS 1X apenas, assim foram adicionados 100 pL por pogo
de anticorpo anti- 1IgG de hamster conjugado com peroxidase- KPL antiboty (SeraCare life
sciences, Milford, Massachusetts, EUA) na diluicdo 1:4000 e novamente mantido a 37 °C por 1
hora. Para a revelacdo, as placas foram lavadas com PBS 1X por 3 vezes, 100 uL de “Step Ultra
TMB” “tetramethylbenzidine”-ELISA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA)
foram adicionados e por fim, a reacdo foi parada com solucdo de acido sulfarico (H2SO4) 3%. A
leitura foi realizada em 450 nm no aparelho VersaMax (Molecular Devices, San José, California,
EUA).

4.21 Purificagéo de 1gG total

A purificacdo de 1gG total foi realizada a partir do soro dos hamsters infectados e controles
(sem infeccéo) utilizando a placa - Protein G HP Multitrap (GE healthcare, Chicago, Illinois, EUA),
que possui proteina G HP de sefarose com alta afinidade para regido Fc de IgG de varias espécies,
de acordo com as instrugdes do fabricante, que consiste em remover a solucdo de armazenamento,

que vem na placa de sefarose, por centrifugagéo a 90 x g, em seguida foram adicionados 300 puL
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de tampao de ligacdo para equilibrar as reagdes na placa e centrifugada por 4 minutos a 100 g x
para sua retirada, um total de 300 uL de amostra foram adicionados, sendo 200 uL de PBS 1X e
100 pL de soro, e deixado em repouso por 10 minutos, mexendo suavemente. Apds esse periodo,
a placa foi centrifugada por 30 segundos a 100 x g e lavada com 300 uL de tampéo de ligacdo por
duas vezes, entre cada lavagem as placas ficaram sob agitacdo em uma rotagéo de 12 000 rpm por
1 minuto. Em seguida as amostras foram eluidas em 200 pL tampé&o de elui¢do para uma placa
contendo 15 pL de tampdo neutralizador.

Apos a purificagdo as amostras foram diluidas na proporg¢do de 1:5 e quantificadas pelo
método do acido bicinconinico BCA a partir do kit BCA Protein Assay, Pierce (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de acordo com o fabricante. A leitura foi a 562 nm
utilizando espectofotometro Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific- Waltham, Massachusetts,
EUA), descrita no item 4.18.

A integridade foi avaliada por eletroforese gel de poliacrilamida— SDS-PAGE 15%, onde
amostras contendo 5 pug de anticorpo IgG diluidas em tampao de amostra 5X aquecidas a 100°C
por 5 minutos, para desnaturacdo. Posteriormente foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% utilizando-se o sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad- Hercules,
California, EUA) a 250 V e 0,15 A por 35 minutos em tampéo de corrida 1X. Apos esse periodo o
gel foi corado com azul de Coomassie (metanol 40%, acido acético glacial 10%, Coomassie blue
R250 0,1%) para visualizacdo das proteinas sob agitacdo orbital por no minimo 2 h e entdo
descorado com solucdo descorante (metanol 45% e acido acético glacial 10%) para ser analisado
no fotodocumentador ImageQuantTM LAS 500 (GE healthcare, Chicago, lillinois, EUA).

Para imunodeteccdo dos anticorpos IgG, 5 pg das amostras foram submetidas a SDS-PAGE
15% conforme descrito anteriormente, e transferida do gel para membrana de nitrocelulose (GE
healthcare, Chicago, lillinois, EUA) utilizando-se o sistema Trans-Blot® SD (Bio-Rad- Hercules,
California, EUA) com tampao de transferéncia 1X a 25 V; 0,25 A/ gel; 300 W por 35 minutos. Em
seguida, membrana de nitrocelulose contendo o anticorpo foi bloqueada com solucdo de blogueio,
5% de leite em p6 desnatado diluido em PBS 1X, por duas horas sob agitacdo orbital em TA. Logo
a membrana foi lavada duas vezes com PBS-T 0,1% (PBS pH 7,4 e Tween 20 0,1%) e uma vez
com PBS-1X sob agitacdo orbital a TA por 15 minutos e incubada com anticorpo anti- 1gG de
hamster conjugado com peroxidase KPL antiboty (SeraCare life sciences, Milford, Massachusetts,

EUA) na diluicdo de 1:15000 em PBS 1X por 1 horaem TA, depois lavado trés vezes por 5 minutos
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nas mesmas condigdes anteriores para ser revelado com reagente de deteccdo ECL (GE healthcare,
Chicago, lillinois, EUA) em sistema ImageQuantTM LAS 500 (GE healthcare, Chicago, lillinois,
EUA).

4.22 “Enzyme-linked lectin assay” (ELLA)

Para realizacdo do experimento a solucdo de bloqueio foi feita um dia anterior ao
experimento. O alcool polivinilico (PVA) com peso molecular de 50 000 g/mol (Sigma- Aldrich,
Saint Louis, EUA) na concentracdo de 0,5% foi pesado e diluido em PBS 1X pH 7,5 em TA, em
seguida foi homogeneizado em agitador e aquecido em banho-maria na temperatura de 86°C por 1
hora e 30 minutos ou até a diluicdo total do reagente (THOMPSON, et al., 2011; PHARMA
SPECIAL, s.d.).

A analise das glicanas presentes nos 1gGs totais de hamsters infectados com as diferentes
cepas de L. infantum e ndo infectados foi realizada aplicando a técnica do ELLA. Placas de 96
pocos (Nunc) foram sensibilizadas com os anticorpos purificados na concentracdo de 2 pg/poco
em volume de 100 uL/ poco diluidos em tampéo carbonato pH 9,6 (Na2CO3 15 mM, NaHCO3 35
mM) por 1 hora a 37°C, para promover a ligacdo dos anticorpos na placa (SILVA et al., 2016;
BUNDO, 1985).

Em seguida as placas foram lavadas trés vezes com TBS-T 1X (Triss HCL 50 mM NaCl
150 mM e 0,05% tween 20) e bloqueadas com 200 pL de solucdo de bloqueio por 2 horas. Apés o
bloqueio, as placas foram lavadas trés vezes com TBS-T e as lectinas biotiniladas especifica para
acido sialico Sambucus nigra (elderberry bark) (Vector Laboratories, Maravai LifeSciences-
California, EUA) ou para fucose Aleuria aurantia (Vector Laboratories, Maravai LifeSciences-
California, EUA) foram adicionadas na concentragdo de 2 pg/100 pL/poco em TBS 1X por 1 hora
a 37°C (GORNIK; LAUC, 2007). Finalizada a incubagdo com as lectinas, as placas foram lavadas
trés vezes com TBS-T e uma vez com TBS-1X para adi¢do de streptavidina HRP (R&D Systems a
biotechne brand, Minneapolis, USA) na concentrac¢do de 1:400 diluido em TBS-1X por 1 hora a
37°C em seguida as placas foram lavadas trés vezes com TBS-T e reveladas com 100 uL de Step
Ultra TMB” “tetramethylbenzidine”-ELISA e paradas com 50 uL de acido sulfurico (H2SOa4) na
concentragdo de 0,2 N. A andlise da absorbancia foi realizada a 450 nm no aparelho VersaMax

(Molecular devices, California, EUA).
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4.23 Imodetecgéo das glicanas por Western blot

Para imunodeteccdo das glicanas em anticorpos IgG foi feito por eletroforese gel de
poliacrilamida— SDS-PAGE 15% (Bio- Rad laboratories, HErcules, Califérnia, EUA), onde
amostras contendo 2 pg de anticorpo IgG diluidas em tampao de amostra 5X, aquecidas a 100°C
por 5 minutos e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15% utilizando-se o sistema
Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad laboratories, Hercules, California, EUA) a250 V e 0,15 A
por 35 minutos em tampdo de corrida 1X. Logo, a transferéncia das proteinas do gel para a
membrana de nitrocelulose 0,45 uM (GE healthcare, Chicago, lillinois, EUA) foi feita utilizando-
se o sistema Trans-Blot® SD (Bio-Rad- Hercules, California, EUA) com tamp&o de transferéncia
25 V; 0,25 A/ gel, 300 W por 35 minutos. Em seguida, membrana de nitrocelulose contendo o
anticorpo foi blogueada com 0,5% de PVA em PBS 1 X por 12 horas a 4°C. No dia seguinte, a
membrana foi lavada trés vezes com PBS-T 0,1% a TA por 5 minutos sob agitacdo orbital e
incubada com lectina &cido sialico Sambucus nigra (elderberry bark) (Vector Laboratories,
Maravai LifeSciences- California, EUA) ou para fucose Aleuria aurantia (Vector Laboratories,
Maravai LifeSciences- California, EUA) na concentracdo de 2 ug/ mL em PBS 1X por 1 hora sob
agitacdo orbital em TA. Em seguida lavadas trés vezes com PBS-T 0,1% TA por 10 minutos sob
agitacdo orbital. A streptavidina HRP (Sigma-Co, Sainr Louis, EUA) diluida 1:400 em PBS 1X foi
adicionada e incubada por 30 minutos, lavadas nas mesmas condi¢des anteriores e revelada com
reagente de deteccdo ECL (GE healthcare, Chicago, lillinois, EUA) em sistema ImageQuantTM
LAS 500 (GE healthcare, Chicago, lillinois, EUA. A imagem e a mensuracao da area foram feitas

pelo software ImageJ na analise de plot (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas dos isolados clinicos

Visto que as caracteristicas do individuo podem interferir no resultado da doencga, os dados
dos pacientes foram verificados quanto a classificagdo da doenca em calazar oligoassintomatico,
com sinais de febre, indisposicdo e inapeténcia, ou calazar grave, correspondente a sintomas
severos de hemorragias, comprometimento hepatico, alteracdes cardicas e cianose que quando ndo
tratado pode levar o paciente a 6bito (MINISTERIO DA SAUDE 2006); sexo do paciente,
classificacdo etaria e regido também foram verificados (Tabela 1). Infelizmente néo foi possivel
obter os dados completos de todas as amostras coletadas dos pacientes, no entanto o isolado 1686
de uma crianca do sexo masculino com calazar grave e 1851 de um adulto também do sexo
masculino com calazar oligoassintomético serviram como parametros para o desenvolvimento do

nosso estudo.

Tabela 1- Caracteristicas das cepas de Leishmania. PI: Piaui; MG: Minas Gerais; NR: nédo
registrado.

Cepa Classificacdo da Sexo do Classificagdo Localizagdo  Método de
doenca paciente etaria geografica  isolamento
1686 Calazar grave Masculino Crianca Pl- Teresina  Puncéo da
medula
Ossea
1851 Calazar Masculino Adulto Pl- Teresina  Puncéo da
oligoassintomatico medula
0ssea
515 NR NR NR Pl- Teresina  Puncéo da
medula
0ssea
1580 NR Feminino Crianca Pl- Teresina  Puncéo da
medula
Ossea
3142 NR NR NR MG- Montes  Puncédo da
Claros medula
0ssea

Fonte: Arquivo pessoal (2021).
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5.2 Curva de crescimento para determinar prazo de cada cepa para chegar em promastigotas

infectivos

A curva de crescimento foi analisada a fim de entender o comportamento dos parasitos
para realizagdo dos ensaios in vitro e in vivo na fase estacionéria- infectiva da Leishmania. Os

parasitos tiveram plat6 de crescimento no quarto dia (Figura 1).
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Figura 1- Curvas de crescimento de diferentes cepas (A) 1686; (B) 1851; (C) 515; (D) 1580 e
(E) cepa NCL IOCL 3241 de Leishmania infantum com platd de crescimento no quarto dia em
todas as cepas. A analise foi realizada no software GraphPad Prism e os resultados apresentados
sdo as médias e desvios padrdo das contagens.

5.3 Identificacdo da familia Trypanossomatidae, género leishmania e espécie Leishmania
infantum por PCR

Os iniciadores para SSU e HSP70 foram utilizados para detectar familia
Trypanossomatidae e género Leishmania com amplificacdo na regido de 561 pb e 1851 pb,
respectivamente indica positividade em analise por técnica PCR. Sendo assim, conforme indicado

na (Figura 2A), todas as cepas apresentaram marcagdo e pertencem a familia Trypanossomatidae
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e (Figura 2B) ao género Leishmania apesar da 1851 apresentar banda fraca indicando que se refere

ao género. Em ambos os experimentos foram utilizados cepa de Leishmania infantum Huusp14.

A B
1kb 1686 1851 515 1580 NCL 1kb 1686 1851 515 1580 NCL

II )“’bII

Figura 2- ldentificacdo de familia Trypanossomatidae e género Leishmania nas formas
promastigotas das cepas de estudo por PCR. (A) Iniciadores SSU especifico para familia
Trypanossomatidae com amplificacdo na regido de 561 pb (seta branca) em todas as cepas
utilizadas neste estudo. (B) Iniciadores HSP70 que detecta o género Leishmania com amplificagéo
naregido de 1286 pb, seta branca, em todas as cepas utilizadas neste estudo. (+) a cepa Huusp14 foi
utilizada como controle positivo; (-) sem amostra de DNA indicando controle negativo. Imagem
capturada em transluminador LED Kasvi K33-333 e fotodocumentada por aparelho fotografico
digital Sony Cyber-Shot DSC.

1500 pb

500 pb

Para identificar espécie infantum por meio de PCR, iniciadores LinJ31seq foram utilizados,
os resultados positivos apresentaram amplificacdo na regido de 500 pb. Nos dados obtidos, as cepas
isoladas dos pacientes ndo amplificaram na regido de interesse, somente a cepa de referéncia NCL
IOCL 3241 e HUUFS14 apresentaram marcacdo (Figura 3).
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Figura 3- Identificacio da espécie Leishmania infantum em formas promastigotas das
diferentes cepas do estudo por PCR. A seta indica marcacdo na regido de 500 pb na cepa NCL
IOCL 3241 e na cepa HUUSP14 utilizando iniciadores LinJ3 1seq, enquanto nas outras cepas néo
houve amplificacdo. Imagem capturada por ChemiDoc™ XRS Systems (Bio-Rad) e software
Image Lab™ 3.0.

5.4 Infeccdo in vitro

Para identificar qual cepa possui maior indice de infec¢do in vitro, macr6fagos de linhagem
J774 infectados no pico de crescimento dos parasitos foram analisados ap06s 24, 48 e 72 horas,
conforme consta o esquema na Figura 4A. A cepa 1686 apresentou o maior indice de infeccéo,
tendo uma reducdo ap6s 72 horas (Figura 4B) com destruicdo dos macrofagos devido a
multiplicacdo dos parasitos e presenca de amastigotas nas laminulas entre as células. A cepa 1851
teve crescimento continuo ao longo da infecgdo atingindo o maior indice apds 72 horas (Figura
4C), comportamento similar de infeccdo ocorreu com a cepa 515, a segunda com maior indice de
infeccdo (Figura 4D), cepa 1580 (Figura 4E) e cepa NCL I0CL 3241 (Figura 4F), de forma que as

duas ultimas tiveram os menores indices de infecgédo apos 72 hora.
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Cepas de Leishmania Anélise e contagem

A Infecgdo in vitro
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Figura 4- indice de infeccdo de macroéfagos de linhagem J774 infectados com as diferentes
cepas de Leishmania infantum analisados ap0ds 24, 48 e 72 horas. (A) esquema ¢ protocolo
experimental para infeccdo de células in vitro (B) macréfagos infectados com a cepa 1686 com
indice de infeccdo maior no tempo de 48 horas, enquanto que em macréfagos infectados com as
cepas (C) cepa 1851 e (D) 515, (E) cepa 1580 e (F) cepa NCL IOCL 3241, apresentaram indice de
infeccdo em 72 horas. Os dados foram estatisticamente analisados pelo Software GraphPad Prism
usando o teste Kruskal-Wallis. *p<0,05 **p<0,01 e ***p<0,001.

5.5 Presenga de fucose e &cido sialico no antigeno de Leishmania infantum

A fim de verificar a presenca de fucose e &cido sialico nas formas promastigotas de L.
infantum da cepa de referéncia NCL IOCL 3241 e avaliar a capacidade da enzima GlycINATOR
Endo S2 (Genovis, Cambridge, USA) em deglicosilar a fucose e &cido sialido, para que o antigeno
fosse posteriormente utilizado no ensaio ELLA selecionando anticorpos especificos da doenga e

evitando interacdes das lectinas com 0s agucares presentes no antigeno, a técnica de western blot
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(item 4.19 e 4.22) foi empregada. Os resultados foram analisados pelo célculo da area por pixel
através do software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA) (Figura 5C
e 5D). A partir das imagens foi possivel observar a presenca de acido sialico (Figura 5A) e fucose
(Figura 5B), conforme esperado, e a reducdo, mas nao a eliminagdo, de ambas as glicanas nos
antigenos deglicosilados com a enzima (Figura 5). Esses resultados nos permitiram elaborar
protocolos e avaliar a capacidade da enzima de deglicosilar o antigeno.

A B
) As() As (1) F(Q) F (+
5 pb 1 75 po i S —
. 50 pois |
37 pb il 5
37 pb
25 pb .
2p
20 pb 7 |
20 pb
15 pb .
15 pb
C Area do &cido sialico D Area da fucose
As () As (+) F() F(+)
70 pb 8.030.882 7.039.640 75pb 3504770  3.504.770
50 pb 2.498.447 872.749 50 pb 569284 569284
40 pb 644.891 329.577 37pb 419749 419,749
37 pb 447.355 346.163 20 pb ' '
28 pb 2.015.125 1.452.296 452.163 452.163
20 pb 4.258.137 1.174.962
15 pb 426.527 252.092

Figura 5- Presenca de acido siélico e fucose em antigeno NCL 10CL 3241 e avaliacdo da
capacidade de deglicosilacdo da enzima GlycINATOR. (A) western blot mostrando a presenca
de acido sialico antes da utilizacdo da enzima — AS (-), e depois da utilizacdo da enzima — AS (+);
(B) western blot mostrando a presenca de fucose antes — F (-), e ap6s a adicdo da enzima — F (+),
em ambos os experimentos para deteccdo de F e AS observa- se a presenca dos agucares mesmo
apos a utilizacdo da enzima mostrando que ndo houve remocéo total, mas sim parcial. (C) e (D)
Célculo da area da banda para analisar a diferenca antes e ap6s a deglicosil¢cdo. Os célculos
foram realizados pelo software ImageJ. As: &cido sidlico, F: fucose, (-) sem a utilizacdo da enzima
e (+) com a utilizacdo da enzima.

5.6 Infeccdo experimental em hamsters infectados com as diferentes cepas de estudo

A infecc¢éo in vivo foi realizada para analisar a viruléncia de cada cepa, assim como avaliar

0s aspectos anatomo- clinicos da LV experimental em hamster. A fim de atingir nosso objetivo, 0s
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animais foram acompanhados quanto aos sinais clinicos. A cepa 1580 foi o primeiro a induzir sinais
de LV nos hamsters, 75% dos animais apresentaram sintomatologia clinica de apatia, coprofagia,
desidratacdo, diarreia, edema de patas, emagrecimento, inapeténcia, incoordenacao motora, lesdo
em mucosa oral, mucosa palida, pelos ericados e secrecdo ocular purulenta e serosa nasal e
auricular (Figura 6-1) entre 15 e 30 semanas pos infecgdo, no entanto um animal (25%) permaneceu
assintomatico até o fim do estudo (Tabela 2). Enquanto que no grupo de hamsters infectados com
a cepa 1686 todos os animais apresentaram sinais clinicos de LV tais como perda de peso, apatia,
coprofagia, desidratacdo, diarréia, edema de patas, emagrecimento, inapeténcia, ictericia,
incoordenacdo motora, lesdo em mucosa oral, coloracdo palida de mucosa, pelos ericados e
secrecdo ocular purulenta e serosa nasal entre 20 e 30 semanas p0s infec¢do (Tabela 2, figura 6 -
I1). J& nos animais infectados com a cepa 1851 foram observados, entre 20 e 35 semanas pés
infeccdo, coprofagia, desidratacdo, diarréia, edema de patas, epistaxe, emagrecimento,
incoordenacdo motora, lesdo em mucosa oral, mucosa palida, pelos ericados, secrecdo ocular
purulenta e serosa nasal (Figura 6-111), e um animal permaneceu assintomatico até o fim do estudo,
perpetuando por 9 meses (Tabela 2). Os animais infectados com as cepas 1686, 1851 e 1580
apresentaram os sinais clinicos mais agressivos com presenca de taquicardia.

Por outro lado, a cepa 515 induziu sinais clinicos aparentes faltando apenas 1 semana para
completar 9 meses de infeccdo, e 80% dos animais permaneceram assintomaticos. A cepa NCL
IOCL 3241, surpreendentemente, ndo induziu sintomas nos animais (Figura 6 — IV, Tabela 2), os
quais apresentaram apenas alopecia na regido do focinho tal como os controles (Figura 6— V,
Tabela 2).
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Tabela 2- Sinais clinicos presentes nos hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as
cepas de estudo Leishmania infantum. As cepas 1686, 1851 e 1580 induziram maiores
quantidades de sinais clinicos de LV em hamsters. A cepa 515 induziu sinais clinicos em apenas
20% dos animais, e o restante (80%) e mais todos infectados com NCL IOCL 3241 n&o induziram
nenhum sinal clinico de LV.

Sinais Clinicos Cepas
1686 1851 515 1580 NCL

n/t (%) n/t (%) n/t (%) n/t (%) n/t (%)

Assintomatico - 1/5 (20) 4/5 (80) 1/4 (25) 4/4 (100)
Apétia 2/4 (50) - - 1/4 (25) -

Alopecia- focinho - - - - 4/4 (100)
Coprofagia 4/4 (100) 2/5 (40) - 1/4 (25) -
Desidratado 4/4 (100) 2/5 (40) - 1/4 (25) -
Diarreia 2/4 (50) 1/5 (20) - 1/4 (25) -
Edema de patas 1/4 (25) 4/5 (80) - 1/4 (25) -
Epistaxe - 1/5 (20) - - -
Emagrecimento 4/4 (100) 4/5 (80) 1/5 (20) 3/4 (75) -
Inapeténcia 4/4 (100) - - 3/4 (75) -
Ictericia 2/4 (50) - - - -
Incoordenacéo 1/4 (25) 1/5 (20) - 1/4 (25) -
Lesdo mucosa oral 1/4 (25) 2/5 (40) - 1/4 (25) -
Mucosa pélida 1/4 (25) - - 1/4 (25) -
Pelos ericados 4/4 (100) 2/5 (40) - 4/4 (100) -
Secrecdo nasal 1/4 (25) 1/5 (20) - 1/4 (25) -
Secrecdo ocular 2/4 (25) 1/5 (20) - 1/4 (25) -
Secrecdo auricular - - - 1/4 (25) -
Taquicardia 4/4 (100) 4/5 (80) - 3/4 (75) -

n —ndmero de animais com sintomas, t — total de animais
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Figura 6- Hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as diferentes cepas de estudo. | —
1580: (A) perda de peso corporal; (B) secrecdo ocular; (C) lesdo em mucosa oral com edema; (D)
edema de patas; (E) leséo auricular (seta branca); (F) diarreia e (G) auséncia de sintomas. 11 — 1686:
Sintomatico com (A) perda de peso; (B) diarréia; (C) coprofagia; (D) secrecdo nasal e (E) secrecéo
ocular. Il — 1851: (A) perda de peso, (B) lesdo em mucosa oral, edema e escoriacdo ao redor do
focinho (seta), (C) coprofagia, (D) edema e eritema em regido plantar do membro anteriores (E)
edema e eritema em regido dorsal do membro anteriores e (F) auséncia de sintomas. IV - 515 e
cepa NCL IOCL 3241: (A) com perda de peso; (B) assintomatico, sem perda de peso (C) infectado
com a cepa NCL IOCL 3241 com auséncia de sinais clinicos. V — Controle: sem alteracdes fisicas.
Imagens capturadas por camera de celular Sansung galaxy A70 e editadas em aplicativo Sansung
2021. 21090. 10007.0 Microsoft Corporation.
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A oscilacdo de peso foi o sinal clinico determinante para a eutanasia dos animais, além de
ser uma das primeiras mudancas observadas. A cepa 1686 foi a que mais rapido induziu a perda de
peso nos animais (Figura 7B), ja aqueles infectados com as cepas 1851 (Figura 7C) e 1580 (Figura
7E) apresentaram reducéo de peso de forma assimilar entre os animais, ou seja, houveram animais
que permaneceram por mais tempo sem (ou com menor) alteragéo de peso/ Hamsters infectados
com as cepas 515 (Figura 7D) e NCL (Figura 7F) tiveram menor oscilacdo de peso, de forma que

apenas um animal da cepa 515 teve seu peso reduzido nos ultimos dias do experimento.

5.7 Curva de sobrevivéncia dos hamsters infectados com as diferentes cepas de estudo

Os hamsters infectados com a cepa 1580 foram eutanasiados nos dias 115, 124, 210 e 274
pos infeccdo com probabilidade de vida de, respectivamente, 75%, 50%, 25% e 0%. Enquanto os
animais infectados com a cepa 1686 foram eutanasiados nos dias 146, 156, 161 e 163 p0s infeccao
com a mesma probabilidade de sobrevida da cepa 1580. A cepa 1851 induziu sintomas nos animais
levando a eutanésia nos dias 146, 175, 238 e 274 p0s infeccdo, e a probabilidade de sobrevida foi
de 80%, 40%, 20% e 0% respectivamente. Entretanto, a 515 induziu sintomas que levassem a
eutanasia apenas em um animal no dia 239 p6s infec¢do apontando uma probabilidade de sobrevida
de 80%, os demais animais foram eutanasiados no fim do estudo, tendo, portanto, neste ponto, uma
probabilidade de sobrevida de 0% em dia 274. Ja os hamsters infectados com a cepa NCL, nenhum
apresentou sintomas que levassem a eutandsia, de forma que chegaram até o fim do experimento,
dia 274 po6s infeccdo (Figura 7).

Comparando as curvas de sobrevivéncia dos hamsters infectados com as cepas houve
diferenca significativa com valor de p=0,003, porem em analises separadas a cepa 1686, 1851 e
1580 apresentou diferenca significativa com relacdo ao controle com valores de p= 0,0067; p=
0,0259 e p=0,0455, respectivamente (Figura 8).
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Figura 7- Pesagem dos hamster (Mesocricetus auratus) infectado com as diferentes cepas de
estudo. (A) média da pesagem dos animais sem infeccdo; (B) animais infectados com a cepa 1686,
com reducdo do peso em todos os animais; (C) infectados com a cepa 1851, com reducdo do peso
de 80% dos animais; (D) infectados com a cepa 515, com redugdo do peso de 80% dos animais;
(E) infectados com a cepa 1580 com reducgéo do peso de 100% dos animais; (F) infectados com a
cepa NCL IOCL 3241, &o houve alteracdo do peso corporal. A analise estatistica foi realizada no

software GraphPad Prism e os graficos mostram linhas referentes a oscilagdo de peso de cada
animal medidas semanalmente.
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Figura 8-Curva de sobrevida de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as diferentes
cepas do estudo. Cepa 1580 foi a primeira cepa a induzir sinais clinicos no hamster apds 115 dias
de infeccdo, mas foi a cepa 1686 que induziu sinais clinicos de LV com indicagdo de eutanasia
em todos os hamster. Teste de Kaplan-Meier foi utilizado mostrou diferenga estatistica entre os
grupos com p< 0,001

5.8 Caracteristicas macroscopicas do figado e baco dos hamsters infectados com as diferentes cepas

de estudo e controle

E sabido que o bago e o figado sdo 6rgdos afetados pela LV desta forma, as alteragdes
macroscopicas desses 6rgdos foram avaliadas. Foi visto que os figados de todos os animais
infectados com as cepas 1686, 1580 e 1851 possuem altera¢es no tamanho e na coloracgéo, ja 0s
animais infectados com as cepas 515 e NCL IOCL 3241 nédo apresentaram alteracOes
anatopatoldgicas se mantendo similar aos controles (Tabela 3, figura 9). Com exce¢do dos bacos
de hamsters infectados com a cepa NCL IOCL 3241 e controles, todos os demais animais
infectados apresentaram alteragdes anatdmicas tais como esplenomegalia, aderéncia, periesplenite

e perda anatémica (Tabela 3, figura 10).
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Tabela 3-Analise macroscopica de figado e baco de hamster (Mesocricetus auratus) infectados
com as diferentes cepas de estudo. Cepa 1686; 1851 e 1580 induziram alteracdes patologicas
com relagdo ao tamanho e coloragéo no figado de todos os animais infectados com as cepas, exceto
com a cepa 515 e NCL I0CL 3241. Com relacdo ao baco todas as cepas induziram alteracdes
morfoldgicas exceto a cepa NCL I0CL 3241.

Alteragoes Cepas
1686 1851 515 1580 NCL
n/t (%) n/t (%) n/t (%) n/t (%) n/t (%)
Figado
Auséncia - - 5/5 (100) - 4/4 (100)
Cor amarelada - 1/5 (20) - 1/4 (25) -
Cor alaranjada 4/4 (100) 4/5 (80) - - -
Hepatomegalia  4/4 (100) 5/5 (100) - 4/4 (100) -
Baco
Auséncia - - - - 4/4 (100)
Esplenomegalia  4/4 (100) 5/5 (100) 5/5 (100) 4/4 (100) -
Aderéncia 2/4 (50) 2/5 (40) 1/5 (20) 2/4 (50) -
Periesplenite 2/4 (50) 1/4 (80) - 1/4 (25) -
Perda anatdmica - 1/5 (20) - - -

n-nimero de animais com sintomas, t — total de animais
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Figura 9- Macroscopia de figado de hamster (Mesocricetus auratus) infectado com diferentes
cepas de estudo. Figado de animal sem infeccdo e infectado com a cepa: 1686 com coloracdo
alaranjado e tamanho aumentado; 1851 com colora¢do normal e tamanho aumentado; 515 com
tamanho e coloracdo normal; 1580 com coloracdo amarelada e com tamanho normal; NCL 10CL
3241 (NCL) com coloracéo e tamanho normal. Imagens capturadas por cdmera de celular Sansung
galaxy A70 e editadas em aplicativo Sansung 2021. 21090. 10007.0 Microsoft Corporation.
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Figura 10- Macroscopia de baco de hamster (Mesocricetus auratus) infectado com diferentes
cepas de estudo. Baco de hamster infectado com a cepa: 1686 com periesplenite (seta preta); 1851
com perda anatbmica; 515 com tamanho aumentado e aderéncia posterior (seta branca); 1580 com
tamanho aumentado e periesplenite em regido central (seta preta); e NCL IOCL 3241 (NCL) sem
alteracdo anatdmica. Imagens capturadas por camera de celular Sansung galaxy A70 e editadas em
aplicativo Sansung 2021. 21090. 10007.0 Microsoft Corporation.
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5.9 Esfregago por aposi¢ao “imprint”

Para fazer a verificacdo imediata da presenca de amastigotas no figado e baco dos animais
infectados foram realizados “imprints” desses orgdos. Foi possivel observar que nos animais
infectados com as cepas 1686, 1851, 1580 e 515 apresentaram intensa quantidades de amastigotas
no interior e fora dos macrofagos. Entretanto os animais infectados com a cepa NCL IOCL 3241
ndo apresentaram amastigotas no interior dos macréfagos, mas possuem vacuolos parasitoforo

indicando que poderia haver a presenca de amastigotas (Figura 11).
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1851
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NCL IOCL 3241

Figura 11- “Imprint” de figado e baco de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as
diferentes cepas de estudo. Nas imagens a presenca de formas amastigotas de Leishmania dentro
dos macréfagos de (a; c; e; g; i) figado e (b; d; f; h; j) baco infectados com todas as cepas, exceto
com a cepa NCL IOCL 3241 que apresentou vacuolos parasitoforos em figado e bago; os inserts
permitem melhor visualizacdo dos parasitos. Imagens capturadas por camera de celular Sansung
galaxy A30 e editadas em aplicativo Sansung 2021. 21090. 10007.0 Microsoft Corporation. *
vacuolos parasit6fogos
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5.10 Diluigdo limitante- LD

A diluicdo limitante foi a primeira ferramenta utilizada para analisar a carga parasitaria no
figado e baco dos animais, assim que os 6rgdos foram coletados, de forma que poderiamos analisar
as cepas que possivelmente induzem maior ou menor parasitemia nos hamsters. As anélises
mostraram diferenca significativa entre o grupo infectado com 1580 e NCL IOCL 3241 (Figura 12
A), sendo a cepa 1580 a que induziu maior parasitemia seguida da 1851. No baco houve diferenca
significativa entre o grupo infectado com 1580 e 1851, cepas que induziram maior parasitemia,
com NCL IOCL 3241 (Figura 12 B). As cepas 1686 e 515 foram as que mostraram menor nimero
de parasitos por 6rgdo enquanto para cepa NCL IOCL 3241 ndo houve crescimento de

promastigotas durante a cultura da dilui¢do limitante.
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Figura 12- Diluicéo limitante de figado e baco dos hamters (Mesocricetus auratus) infectados
com as diferentes cepas de estudo para analise da carga parasitaria. Carga parasitaria pela
diluicdo limitante ap6s 7 dias em cultura (A) em figado, com maior carga de promastigotas na cepa
1580 com relacdo a NCL IOCL 3241; (B) em macerado, com maior carga parasitaria nas cepas
1580 e 1851 em relacdo a NCL IOCL 3241. As analises foram realizadas no software GraphPad
Prism com teste Kruskall-wallis *p<0,05; **p<0,01.

5.11 Anélise da presenga de Leishmania infantum em figado e bago de hamsters infectados com
as diferentes cepas de estudo por PCR

Para analise qualitativa, com o objetivo de mostrar a presenca ou auséncia de Leishmania
infantum nas amostras de DNA de figado e baco de hamsters infectados com as diferentes cepas
de estudo, foram submetidas a PCR com os iniciadores de Linj31seq especifica para espécie
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Leishmania infantum. Considerando como positivo a amplificacdo na regido de 500 pb, apenas
uma amostra de bago referente a infecgdo com a cepa 1686 foi negativa (Figura 13 A), enquanto
os animais infectados com a cepa 1851 todos apresentaram a regido de interesse amplificada
(Figura 13 B). No que se refere aos 6rgéos infectados com a cepa 515, 3 das 5 amostras de figado
foram negativas, assim como 1 em 5 de bago, embora duas amostras apresentaram menor
intensidade (Figura 13 C). Apenas uma amostra de baco de um animal foi negativa entre as 8
amostras infectadas com a cepa 1580 (Figura 13 D), ja nas amostras infectadas com a cepa NCL

IOCL 3241 todas as amostras foram negativas (Figura 13 E).
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Figura 13- Identificagdo de Leishmania infantum em amostras de DNA de figado e baco de
hamster (Mesocricetus auratus) infectados com as cepas de estudo utilizando os iniciadores
Linfseq31 pela técnica PCR. As amplificagdes das bandas de 500 pb s&o referentes a presenca do
parasito no figado e baco infectados com as cepas (A) 1686; (B) 1851; (C) 1580; (D) 515; (E) NCL
IOCL 3241 (F) sem infecgdo. As imagens foram capturadas por ChemiDoc™ XRS Systems (Bio-
Rad) e software Image Lab™ 3. F-figado, B-bago, C-controle.
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5.12 Anélise quantitativa da carga parasitaria no figado e baco de animais infectados com as

cepas de estudo por meio de gPCR

A analise guantitativa da carga parasitaria nos permite comparar as cepas mais virulentas,
sendo assim nos avaliamos a quantidade de parasitos presentes nos 6rgéos figado e bago por gPCR.
A curva padrao foi construida utilizando a cepa HUUFS14, especifica para Leishmania infantum.

Os resultados foram expressos pelo numero de parasita por 6rgéo (Figura 14).

Curva padréao da cepa HUUFS14

Cr

15 4

10".

001002 0102 1 2345 10 2030 100 200 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000 1000000

Quantity

Figura 14- Curva padréo referente ao gene de DNA de Leishmania infantum. No eixo X
corresponde aos valores de concentragéo de parasitos (10°a 10) e em Y os valores de ciclo limite-
CT que corresponde a cada diluigdo. O valor de sujeira “slop” é de -3,106; coeficiente de
linearidade R?= 0,966 e a eficiéncia 109,888%.

A partir da curva padréo foi possivel quantificar os parasitos presentes no figado e no baco
dos animais infectados. A cepa 1686 em figado apresentou alta carga parasitaria, porém nao teve
diferenca significativa com relacdo as outras cepas (Figura 15 A), em baco a carga parasitaria foi

maior em cepa 1851 quando comparada com 515 (Figura 15 B).
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Figura 15- Carga parasitaria de 6rgdos de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com
diferentes cepas de estudo analisadas por gPCR. (A) carga parasitaria no figado, sem diferenca
estatistica entre as infecges com as diferencas cepas, mas com tendéncia de maior quantidade de
parasitos no orgao infectado com a cepa 1686; (B) carga parasitaria no baco com maior quantidade
de parasitos em hamsters infectados com a cepa 1851 comparado a 515. A estatistica foi realizada
no software GraphPad Prism 6 por meio do teste Kruskal wallis *p< 0,05.

5.13 Associacdo entre a presenca de leishmania, a carga parasitaria por g°PCR e LD

De forma qualitativa a verificagdo de Leishmania infantum em érgdos como figado e bago
foi visto pelo PCR e a quantidade de parasitas/ 6rgao foi analisada pelo qPCR e diluicdo limitante
(Tabela 4), desta forma figado dos hamsters infectados com os isolados clinicos 1686 (100%), 1851
(100%); 1580 (100%) e 515 (40%) apresentaram amplificacdo na regido de interesse pelo método
cPCR e gPCR, além do crescimento detectado na LD.

Os hamsters assintomaticos (60%) ndo apresentaram amplificacdo na regido de 500 pb pelo
método PCR e nem pelo gPCR, porém 40% apresentaram crescimento de parasitas ap6s 7 dias em
condicdes de temperaturas e suplementacédo ideal, ja 20% ndo foi detectado em nenhum método
utilizado. A cepa NCL I0CL 3241 n&o induziu o crescimento e nem foi detectado a presenca em

Leishmania infantum em nenhum método realizado (Tabela 4).
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Tabela 4- Analise qualitativa (PCR) e quantitativa (QPCR) e LD de figado. Figado de hamster
(Mesocricetus auratus) infectados com as diferentes cepas isoladas de paciente e cepa de referéncia
de L. infantum com deteccdo do parasita na LD exceto a 515 5F e os hamsters infectados com a
ceoa NCL IOCL 3241. ID: identificacdo; F: figado, X: presenca e -: auséncia; LD: dilui¢do

limitante.

ID Status PCR gPCR LD
1686-1F Sintomético X 7789943 1056399283
1686-2F Sintomatico X 1142929 1878014080
1686-3F Sintomatico X 3804076 264140160
1686-4F Sintomatico X 7764305 1791368576
1851-1F Sintomatico X 3311285 22527393792
1851-2F Sintomatico X 2656629 7736194048
1851-3F Sintomatico X 1040016 1913886720
1851-4F Sintomatico X 81681 76214886640
1851-5F  Assintomatico X 1039755 282627696

515-1F Sintomatico X 4052679 4222976000
515-2F Assintomatico X = 67499025158 54118720,4
515-3F Assintomatico - - 62979956,4
515-4F Assintomatico - - 3821980
515-5F Assintomatico - - -
1580-1F Sintomatico X 10257840 1,51E+11
1580-2F Sintomatico X 3464134 6111486259
1580-3F Sintomatico X 6357115 48256082944
1580-4F  Assintomatico X 212988 177107856
NCL-1F  Assintomatico - - -
NCL-2F  Assintomatico - - -
NCL-3F  Assintomatico - - -
NCL-4F  Assintomatico - - -

Em todos os bacgos dos hamsters infectados com os isolados clinicos apresentaram

amplificacdo referente a presenca e auséncia de Leishmania infantum pelo método PCR e qPCR
com deteccdo na diluicdo limitante, exceto 1686 (25%), 515 (20%), 1580 (25%) que nao

apresentaram amplificagdo pelo método PCR entretanto isolados clinicos 1686 e 1580
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apresentaram amplificacdo por qPCR e deteccdo de promastigotas em diluicdo limitante, diferente

da 515 que néo apresentou amplificacdo por PCR mas apresentaram crescimento de promastigotas

em LD. A cepa NCL IOCL 3241, assim como no figado nao induziu o crescimento e nem foi

detectado a presenca em Leishmania infantum em nenhum método realizado (Tabela 5).

Tabela 5- Andlise qualitativa (PCR) e quantitativa (QPCR) e LD de baco. Baco de hamster
(Mesocricetus auratus) infectados com os diferentes isolados clinicos e cepa de L. infantum, com
deteccdo do parasita na LD exceto os animais infetados com a NCL IOCL 3241. ID: identificacéo;
F: figado, X: presenca e -: auséncia; LD: diluicdo limitante.

ID Status PCR qPCR LD
1686-1B Sintomatico X 390521 1540923136
1686-2B Sintomatico - 46136 320599264
1686-3B Sintomaético X 2236250 4746666688
1686-4B Sintomaético X 1416335 1474828480
1851-1B Sintomatico X 670696 2563614720
1851-2B Sintomatico X 1992832 7704472153
1851-3B Sintomatico X 465039 15903448883
1851-4B Sintomatico X 88331 19878187622
1851-5B Assintomatico X 55907 1157196976
515-1B Sintomatico X 1198545 1057127373

515-2B Assintomatico X 3323 309317960
515-3B Assintomatico X 27 35202614
515-4B Assintomatico - - 55082873
515-5B Assintomatico X - 39815089
1580-1B Sintomaético - 526976 5120000000
1580-2B Sintomatico X 3385084 1,09E+11
1580-3B Sintomatico X 621764 1595015552
1580-4B Assintomatico X 117662 186251616
NCL-1B Assintomatico - - -
NCL-2B Assintomatico - - -
NCL-3B Assintomético - - -
NCL-4B Assintomético - - -
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5.14 Diferenca nos niveis de anticorpos no soro de hamsters infectados com as cepas de estudo
analisado por ELISA

Visto que a LV tem como caracteristica a hipergamoglobulinemia, fomos estimulados a
analisar se as cepas de estudo induziriam diferentes niveis de anticorpos nos animais infectados.
Nossos resultados mostraram que a cepa 1580 foi a que induziu maior nivel de IgG especifico para
L. infantum em todas as dilui¢cdes, seguida pela 1686 e 1851, a qual teve aumento desde a primeira
diluicdo e se manteve até 1:3200. J& a cepa NCL IOCL 3241 e 515 apresentou niveis de 1gG
semelhantes ao controle sem diferenca significativa (Figuras 16).
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Figura 16- Titulacdo dos niveis de 1gG especificos para L. infantum detectado em soro de
hamster (Mesocricetus auratus) infectados com as diferentes cepas. (A) titulacdo de 1gG
especifico para L. infantum dos hamsters infectados com as diferentes cepas, com maior producéo
de anticorpos nos animais infectados com as cepas 1580; 1851 e 1686. (B) quantidade de 1gG
especificos para L. infantum, em diluicdo de 1:400, com maior quantidade de IgG de hamsters
infectados com as cepas 1686, 1851 e 1580 em relacdo ao controle.

5.15 Anadlise de IgG total de soro de hamsters infectados com as diferentes cepas de estudo
Na detec¢édo por western blot da cadeia pesada cadeia e leve de purificado de 1gG, podemos

observar 0 peso molecular de ambas as cadeias em 50 pb e 25 pb respectivamente (Figura 17),
assim como na literatura (JANEWAY et al., 2001).
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Anticorpos IgG total do soro dos animais infectados foi quantificada e a cepa que induziu
maior producéo de IgG total comparada com controle foi 0 1851, com diferenca significativa, no
entanto é possivel observar que, respectivamente, as cepas 1580, 1686 e 515 também foram
quantitativamente maiores que os controle embora ndo sejam significantes. A cepa NCL IOCL
3241 ndo induziu a producdo de anticorpos (Figura 18). Esses resultados corroboram com os

encontrados no ELISA.
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Figura 17- Western blot de 1gG total de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as
diferentes cepas clinicas de estudo e ndo infectados. (A) cepa 1686, (B) cepa 1851, (C) cepa 515,
(D) 1580, (E) cepa NCL IOCL 3241, (F) sem infeccdo, com amplificacdo em 50 pb e 25 pb,
indicando a presenca das cadeias pesadas e leves, respectivamente.
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Figura 18- Quantificacdo de 1gG total de hamsters (Mesocricetus auratus) infectados com as
diferentes cepas. Cepa 1851 induziu maior quantidade de IgG total quando comparada com
hamsters sem infeccdo.

5.16 Analise das alteracdes histopatoldgicas do figado e baco de hamsters infectados com as

diferentes cepas de estudo

A fim de analisar as possiveis alteracdes histopatoldgicas hepatoesplénicas na infeccdo
experimental de hamster com diferentes cepas, devido a infec¢do dos hamster com as diferentes
cepas clinicas, figado e bago dos hamsters foram coletados e submetidos a procedimentos
histoldgicos. Nas alteragfes microscépicas em 6rgaos infectados com a cepa 515 em figado, apenas
20% ndo foram observadas, porém alteracfes degenerativas, presenca de granulomas, esteatose,
infiltrado inflamatdrio portal e sinusal em figado foram observadas em figados de hamster
infectados com 1686; 1851; 1580, enquanto na presenca da cepa 515 observou-se infiltrado
inflamatdrio e granulomas em parénquima hepatico. No baco observou-se capsula espessada,
hipotrofia de polpa branca e hiperplasia de polpa vermelha independente da sintomatologia externa
nos grupos infectados com as cepas 1686; 1851; 1580 e 515 (Tabela 6 e figura 19 e 20).

Tabela 6- Analise histopatologica de figado e baco de hamster (Mesocricetus auratus)
infectados com as cepas de estudo. Cepa 1686; 1851 e 515 induziu alteragcbes de moderada a
acentuada em figado e baco, exceto 20% do figado e 60% dos bagos dos hamsters ndo apresentaram
alteracOes infectados com a cepa 515. A cepa 1580 induziu alteragBes acentuadas em figado e
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moderada e acentuada em bago, enquanto que a cepa de referéncia ndo induziu alteragdes em baco,
mas em figado induziu alteracdes discretas.

AlteracOes Cepas
1686 1851 515 1580 NCL
n/t(%o) n/t(%o) n/t(%o) n/t(%o) n/t(%o)
Figado
Auséncia - - 1/5 (20) - -
Discreto (5-30%) - - 3/5 (60) - 4/4 (100)
Moderado (30-60%) 3/4 (75) 4/5 (80) 1/5 (20) - -
Acentuado (>60%) 1/4 (25) 1/5 (20) - 4/4 (100) -
Baco
Auséncia - - - - 4/4 (100)
- 3/5 (60) - -

Discreto (10-30%) -
Moderado (30-60%) 1/4 (25) 2/5 (40) 1/5 (20) 2/4 (50) -

Acentuado (>60%)  3/4 (75) 3/5 (60) 1/5 (20) 214 (50) -

n — namero de animais com sintomas, t — total de animais.
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Figura 19- Histologia de figado de hamster (Mesocricetus auratus) infectado com os diferentes
isolados clinicos e cepa de Leishmania infantum. (A) controle sem infeccdo; (B) infectado com
a cepa 1686; (C) infectado com a cepa 1851; (D) infectado com a cepa 515; (E) infectado com a
cepa 1580 e (F) infectado com a cepa NCL IOCL 3241. VP veia porta; AH artéria hepatica; DH
ducto hepatico, H hepatdcitos, VC veia centro lobular, circulo degeneracdo hidrdpica, seta
infiltrado inflamatdrio, cabeca de seta hepatocitos com esteatose e quadrados sdo células gigantes
e granulomas.
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Figura 20- Histologia de baco de hamster (Mesocricetus auratus) infectado com as diferentes
cepas de estudo. (A) controle sem infec¢édo; (B) infectado com a cepa 1686; (C) infectado com a
cepa 1851; (D) infectado com a cepa 515; (E) infectado com a cepa 1580 e (F) infectado com a
cepa NCL I0CL 3241. PB polpa branca; PV polpa vermelha; ¢ capsula, * capsula espessada, ponta
de seta hiperplasia de polpa vermelha e seta hipotrofia de polpa branca.
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5.17 Avaliacdo da alteracdo de citocinas no figado e baco de hamsters infectados com as cepas de

estudo

Devido a tempestade de citocinas presente na LV, 0s niveis de citocinas regulatoria, anti-
inflamatoria e inflamatéria foram mensurados por meio de gPCR para avaliar a diferenca da
expressdo nos hamsters infectados com as diferentes cepas clinicas. A expressdo de citocina
regulatéria IL-4 em células de figado e bago de hamsters infectados ndo apresentou diferenca
significativa (Figura 21) entre as cepas. Entretanto a IL-10, anti-inflamatoria, esteve
significativamente aumentada nas células do figado dos animais infectados com as cepas 1580 em
relagcdo a 1686 (Figura 21); ja nas células do baco houve diferenga significativa somente entre os
animais infectados com as cepas NCL I0CL 3241, nos quais houve uma elevacao da expressao de
IL-10 em relacdo a 1686 (Figura 21). A citocina anti-inflamatoria TGF-p foi significativamente
mais expressa nas células de figado de hamsters infectados com a cepas 1580 quando comparada
a 1851 e NCL IOCL 3241 e 1580 (Figura 21), no bago, no entanto, ocorreu diferenga significativa
entre 1851 e 1580, apresentando-se aumentada na Gltima (Figura 21).
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Figura 21- Expresséao relativa de citocinas regulatéria IL-4 e anti-inflamatorias IL-10 e TGF-
B, em células hepaticas e esplénicas dos hamster (Mesocricetus auratus) infectados com as
diferentes cepas de Leishmania infantum. Nas analises ndo houve alteraces na expressdo de
citocinas I1L-4 em figado e bago, mas na IL-10 houve aumento da expressdo nos figados infectados
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com a 1580 com relacdo a 1686, em baco houve aumento dos infectados com a NCL em relacéo a
1686. A expressdo de TGF-B, houve aumento em figado infectados com a 1580 em relagdo 1851
e NCL, em baco houve aumento da 1580 em relacdo a 1851. As analises foram realizadas utilizando
o software GraphPad Prism e o teste Kruskal walllis foi aplicado. *p<0,05; p**<0,01.

No que tange as citocinas pré- inflamatoria, IFN- y expressa em figado, nao houve diferenga
significativa entre 0s grupos, mas apresentou alta expressédo com relagéo a todas as cepas, enquanto
que no bago dos animais infectados com a cepa NCL IOCL 3241 observamos aumento da
expressao comparada a 1686. J& com relacdo a TNF- o, IL-1B e IL-6 ndo apresentou diferenca
significativa em ambos os 6rgdos dos animais infectados com as diferentes cepas, embora haja uma
tendéncia de aumento da expressdo de TNF- o em células de figado do grupo com a cepa 1580 e
do figado e baco infectados com NCL IOCL 3241, assim como na IL-1f do figado e bago e IL-6
do bago (Figura 22).

IFN-y TNF-a TL-1B 1L-6
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Figura 22- Expresséo relativa de citocinas inflamatérias IFN- y, TNF- a, IL-1p e IL-6, em
células hepaticas e esplénicas dos hamster (Mesocricetus auratus) infectados com as diferentes
cepas de estudo. Houve aumento de citocina IFN- y somente em bacos infectados com a NCL em
relacdo a 1851. As anéalises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism e o teste
Kruskal walllis foi aplicado. *p<0,05; p**<0,01.
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5.18 Diferenca da expressdo de citocinas entre as infecgdes assintomaticas e sintomaticas

A diferenca na expressdo de citocinas foi avaliada entre as infeccdes assintomaticas e
sintomaticas para avaliar se ha um marcador de sintomas. Os resultados mostraram que somente
IL-1P presente em células do figado apresentou diferenga significativa (Tabela 7), sendo menos
expressa nos animais com sintomas de LV (Figura 23). As demais citocinas produzidas em células
do figado e do baco, ndo apresentaram significancia no que se refere a presenca de sintomas (Tabela
7).

Tabela 7 - Diferenca na expressao de citocinas de figado e baco entre hamsters (Mesocricetus
auratus) sintomaticos e assintomaticos. A IL-1B expressa no figado foi a Unica citocina
relacionada com a sintomatologia dos hamsters infectados. A andlise estatistica foi realizada no
software Rstudio com a aplicacao do teste Mann-Whitney *p<0,05.

Valor FC FC

Citocinas (p) BH B/A Log2 AUC Mediana Média DP
IL-4B 0,013 0,066 2,6373 1,3991  0,8167 0,14 0,505 1,567
IL-4F 0,306 0,46 0,3233 -1,6289  0,6333 0,235 0,431 0,652
IL-6F 1,000 1 0,7073 -0,4997  0,5000 0,23 0,983 1,359
IL-6B 0,121 0,2 0,3103 -1,6885  0,7000 0,46 4,108 7,609

IL-10F 0,643 0,8 1,0821 0,1139  0,4375 0,51 1,022 1,48
IL-10B 0,022 0,086 0,2846 -1,8130  0,7917 0,365 0,745 1,135
TGF- BF 0,060 0,17 2,5136 1,3298  0,2583 0,455 1,004 0,973
TGF- pB 1,000 1 1,0887 0,1226  0,5042 0,22 0,441 0,576
IFN- yF 0,346 0,47 0,5639 -0,8264  0,6250 8,63 14,296 15,281
IFN- yB 0,122 0,2 0,3976 -1,3307  0,7000 3,13 7,089 7,799
TNF- oF 0,741 0,86 1,1365 0,1846  0,5458 3,425 7,791 11,009
TNF- 0B 0,074 0,17 0,0889 -3,4922  0,7292 0,75 4,665 10,351
IL-1BF 0,005  0,042* 0,2257 -2,1477  0,8417 1,17 2,193 2,312
IL-18B 0,080 0,17 0,08366479 -3,5792 0,7250 0,64 3,647 9,023

BH: Benajmini-Hochberg; FC (B/A): fold change: alteracdo da dobra; AUC: area sob a curva; DV: desvio padrdo; F: figado; B:
baco.

Para uma melhor visualizagdo, a Figura 23 mostra a diferenca entre os dois grupos,
sintomaticos e assintomatico, referente a citocina IL-1p expressa em células hepaticas, na qual ha
uma significativa reducdo da citocina entre 0s animais que apresentaram sintomas da doenga. O

que corrobora com as andlises realizadas na figura 22 em que a IL-1p estd aumentada naqueles

95



animais com a cepa NCL IOCL 3241 com auséncia de sintomas de LV, enquanto que em todas as

outrad cepas ha reducdo da expressao da citocina.
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Figura 23- Expressao relativa de citocina IL-1p em células hepaticas de hamster
(Mesocricetus auratus) infectados com diferentes cepas de estudo. A citocina IL-1p estava mais
elevada em hamster assintomaticos quando comparado com sintomaticos. Analise estatistica
realizada no software Graph prism 6 com aplicacao do teste T. *p<0,05; p**<0,01.

5.19 Perfis de acido sialico e fucose em IgG total de hamsters infectados com as diferentes cepas

de estudo

Ja foi descrito que durante doencas inflamatdrias ha uma alteracdo das glicanas presentes
nas imunoglobulinas, inclusive em casos de LV, desta forma nds avaliamos se as diferentes cepas
analisadas poderiam levar a alteracGes diferenciadas nos animais infectados. Os resultados
mostraram que animais infectados com 1851, 515 e NCL IOCL 3241 apresentaram niveis de acido
sidlico significativamente reduzidos quando comparado ao controle sem infecgdo (Figura 24A).
Interessantemente, as mesmas cepas induziram a reducdo de fucose (Figura 24B). Ao analisar a
diferenga das glicanas no que se refere a presenca de sintomas, observamos que tanto o acido siélico

quanto fucose tiveram niveis reduzidos em infec¢des assintométicas (Figura 24C e figura 24D).
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Figura 24- Alteracfes de acido sialico e fucose em IgG total de hamsters (Mesocricetus
auratus) infectados com as cepas de estudo analisadas por ELLA. Diminui¢cdo de (A) acido
sidlico e (B) fucose, nos hamsters infectados com as cepas 1851; 515 e NCL. Diminuicédo de (C)
acido sialico e (D) fucose nos animais sintomaticos e assintomaticos em relagdo ao controle.
Anélise estatistica realizada no software GraphPad Prism 6 com o teste Kruskal wallis. * p<0,05;

p***<0,0005, ****p<0,0001. Assint: Assintomatico; Sint. Sintomatico, AS: acido sidlico e F:
fucose.

5.20 Analise da presenca de &cido sialico e/ou fucose em IgG total de hamsters infectados com
diferentes cepas de estudo por Western blot

O “western blot” foi realizado para investigar a presenca de acido sialico e fucose em IgG
total de hamsters infectados e controles. Por meio da mensuragdo da area pelo programa ImageJ

podemos observar a variacdo das glicanas entre os grupos. As marcacgdes de acido sialico e fucose
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nos anticorpos estavam presentes na cadeia pesada do anticorpo com peso molecular de
aproximadamente 50 pb, e ndo houve marcacgao na banda de 25 pb referente a cadeia leve (Figura
25 e 26). Na anéalise da area quantificada por pixel, houve diminuicdo de acido sialico nos
anticorpos de todos os animais grupo 515 e NCL IOCL 3241 com relacdo nos anticorpos de
hamsters infectados comparado ao controle. Entretanto, no que se refere a fucose nédo houve

diferenga significativa.
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Figura 25- Western blot de 1gG total purificada de hamster (Mesocricetus auratus) infectados
e ndo infectados para deteccdo de acido sialico. (A) IgG de hamster infectado com 1686; (B)
IgG de hamster infectado com 1851; (C) IgG de hamster infectado com 515; (D) 1gG de hamster
infectado com 1580; (E) IgG de hamster infectado com NCL IOCL 3241 com diminuicdo da
amplificacdo referente ao acido sialico pela analise por pixel com relagcdo ao (F) sem infeccéo.
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Analise das imagens e quantificacdo do pixel pelo software Imagel, estatistica realizada no
software GraphPad Prism 6 com o teste Kruskal wallis. * p<0,05; p**<0,001.
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Figura 26- Western blot de 1gG total purificada de hamster (Mesocricetus auratus) infectados
e ndo infectados para deteccéo de fucose. (A) IgG de hamster infectado com 1686; (B) IgG de
hamster infectado com 1851; (C) IgG de hamster infectado com 515; (D) 1gG de hamster infectado
com 1580; (E) 1gG de hamster infectado com NCL I0OCL 3241 e (F) sem infeccéo, nestas analises
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de amplificacdo por pixel ndo houve diferenca da fucose na IgG de hamster infectados com as
diferentes cepas. Analise das imagens e quantificacdo do pixel pelo software ImageJ, estatistica
realizada no software GraphPad Prism 6 com o teste Kruskal wallis.

5.21 Andlise estatistica

Os resultados foram representados com médias e desvio padrdo, em comparacao multipla
com teste Kruskal Wallis e Dunn como pos teste. As analises foram feitas com o auxilio do software
GraphPad- Prism 6 (GraphPad Software, san Diego, CA-USA). Foram consideradas
estatisticamente significativas as diferencas que apresentaram valores de p igual ou menor a 0,05.

A curva de sobrevivéncia foi realizada através do método Kuplan Meier, utilizado para
estimar a funcdo de sobrevivéncia a partir dos dados de vida, ou seja, mede a fracdo de vida por
um determinado periodo de tempo ap6s a infeccdo. Este teste utilizou o Loghank, que testa as
hipoteses de sobrevivéncia dos hamster, pelo do software GraphPad- Prism 6 (GraphPad Software,
san Diego, CA-USA).

A expressdo relativa das citocinas foi avaliada através do célculo 222t que descreve a
mudanga na expressao relativa do gene alvo em relagéo ao grupo sem infeccdo em um determinado
tempo, posteriormente foi feito analise em comparacdo multiplas do teste de Dunn com o auxilio
do software GraphPad- Prism 6 (GraphPad Software, san Diego, CA-USA).

As imagens de western blot foram analisadas pelo software ImageJ (National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA), pelo qual foi possivel diferenciar a area das bandas encontradas
através do célculo da area por pixel, com analise estatistica de comparacdo pelo software
GraphPad- Prism 6 (GraphPad Software, san Diego, CA-USA).

Para analise de correlacdo da expressao relativa das citocinas entre 0s assintomaticos e
sintomaticos, foi feito analises pelo software R, onde as linguagens de programacéo R versdo 4.1.0
e no software R-Studio versédo 1.4.1106, com utilizacdo do teste Mann-Whitney (teste de soma de
postos de Wilcoxon) e hipoteses corrigidos por Bonferroni que utilizou Benjamini- Hochberg.
Apbs essa analise foi utilizado o teste T, para analise entre sintomaticos e assintomaticos pelo
software Gra software GraphPad- Prism 6. Para analise de varios dados simultaneamente o valor
da hipotese foi corrigido pela correcdo de Bonferroni, que utilizou o teste Benjamin Hotchberg
(BH) que comparando a hipdtese do maior e do menor valor de p. O fold change B/A (FC B/A) foi

utilizado para medir o quanto uma quantidade muda entre um original (sintomético) e uma medicdo
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subsequente (assintomatico), é calculada como a razéo da diferenca entre o valor final e o valor
inicial sobre o valor original. Enquanto que o fold change log2 é a razéo logaritmica dos valores
de expressdo das citocinas nas condi¢fes de sintomatico e assintomatico, ou presenca e auséncia
de sintomas. Ao comparar as duas condicdes, obtemos valores de expressdo (normalizados) que
variam entre “up regulacdo” com valores positivos ¢ “down regulagao”com valores negativos. A
area sob a curva ROC (AUC) ¢ a area entre curvas que varia entre 0 e 1 de forma que os maiores
valores sdo melhores por mostrarem que 0 modelo separa a classe da variavel resposta.

Para estimar a probabilidade de sobrevida dos animais infectados com as diferentes cepas
clinica em vérios intervalos de tempo foi aplicado o teste de Kaplan —Meier, com utilizacdo do
teste loghank ndo paramétrico para comparacao da sobrevida entre dois grupos o infectado com as

respectivas cepas clinicas com o grupo sem infec¢éo.
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6 DISCUSSAO

De acordo com MINISTERIO DA SAUDE (2006), as manifestacdes clinicas da LV podem
variar entre pacientes. Além disso, de acordo com Badar6 e colegas (1986) as infeccbes com L.
infantum podem resultar em infeccdes sintomaticas ou assintomaticas, sendo as assintomaticas a
maioria dos casos. Embora fatores relacionados ao hospedeiro como idade, genética, desnutricdo e
imunossupressdo (ROSENTHAL et al., 1995; MC CALL; ZHANG; MATLASHEWSKI, 2013)
interfiram na resposta a infecgdo; diferentes cepas de Leishmania infectando hospedeiros de uma
mesma espécie podem induzir sinais clinicos diferentes (ZIJLSTRA et al.,1994). Estudos
anteriores mostraram que isolados de L. infantum pertencentes a zimodemas distintos podem
apresentar sensibilidades diferentes a resposta imune do hospedeiro. 1sso pode estar relacionado a
fatores de viruléncia do parasito (SILVEIRA; CORBETT, 2010). Ainda que haja na literatura
estudos demonstrando variaces genéticas e moleculares especificas entre isolados de L. infantum
de diferentes regides geograficas (BAPTISTA-FERNANDES et al., 2007) poucos estudos
abordaram as diferencas bioldgicas e o comportamento dessas cepas durante a infeccdo
(FERREIRA-PAES et al., 2020). A variabilidade das cepas de L. infantum é um fator determinante
e importante na evolucdo da LV, e tem implicacdes relevantes para estudos de interacdo patdgeno-
hospedeiro e também para o desenvolvimento de drogas leishmanicidas (MARQUES et al., 2015).
Nesse contexto, o presente estudo avaliou diferentes cepas de L. infantum isoladas de pacientes
humanos diagnosticados com LV de area endémica de Teresina, Piaui no Brasil, para determinar a
infectividade e a patogenicidade in vitro e in vivo. Além disso, incluimos a cepa padréo de L.
infantum NCL I10CL 3241, oriunda de humanos coletada em Montes Claros- MG, depositada na
Colecdo de Leishmania da Fundacdo Oswaldo Cruz (CLIOC) (ESPADA et al., 2021).

Embora as cepas clinicas ndo tenham apresentado amplificacdo com iniciadores especificos
para espécie Leishmania infantum, exceto a cepa padrdo NCL I0CL 3241, todas amplificaram para
familia Trypanossomatidae e para género Leishmania. Esse resultado ndo exclui que os isolados
clinicos estudados nesta dissertacdo ndo contivessem a espécie Leishmania infantum: a obtengdo
de DNA das cepas foi realizada entre a quarta e a quinta passagem, depois das demais
caracterizagcdes dos componentes avaliados nos nossos experimentos, sendo possivel que pacientes
dos quais foram isoladas as cepas estivessem co-infectados com dois tripanosomatideos e uma
espécie predominou sobre outra nas passagens em cultura. E sabido que Leishmania visceralizantes

perdem caracteristicas de viruléncias rapidamente em constantes passagens em cultura celular,
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devido a modificagBes em protease de superficie (KATAKURA; KOBAYASH, 1985; ROBERTS;
WILSON; DONELSON, 1995). Dessa forma essas e outras modificacfes podem ter afetado a
identificacdo especifica da cepa presente no isolado primario. Infelizmente, ndo foi possivel
realizar a repeticdo do experimento com cepa na primeira passagem, devido ao tempo necessario
para o desenvolvimento da infeccdo experimental e demais experimentos dentro do prazo
estabelecido no mestrado para a confirmacéo de nossa hipétese.

Em relato de caso de um paciente com LV foi identificado a presenca de duas cepas de L.
infantum a partir de amostras de medula 6ssea. A segunda cepa sé foi identificada ap0s os sintomas
persistirem mesmo ap6s tratamento inicial. A andlise das cepas mostrou que elas possuem
comportamento diferente in vitro no que se refere a curva de crescimento, além disso podem
apresentar resisténcia diferencial a determinado tratamento (ANTONIOU et al., 2021). A estrutura
populacional entre as diferentes cepas de L. infantum € complexa, e pode ter implicacGes inclusive
no controle da doenca. Em estudo recente foi relatado cepas portadoras de delecdo em pelo menos
15 estados brasileiros com padrfes de diversidade, e a troca genética parece comum em areas de
contato secundario e entre parasitos intimamente relacionados (SCHWABL et al., 2021).

Em locais de grande exposicédo a col6nias do inseto vetor, as chances de ser infectado com
diferentes cepas aumentam (TSELENTIS; GIKAS; CHANIOTIS, 1994), consequentemente, uma
infeccdo mista no mesmo macréfago com diferentes espécies de Leishmania é possivel
(ABDULLAH; FLATH; PRESBER,1998), e leva a geracgdo de diversidade genética dentro de uma
populacdo de Leishmania (CARRASCO et al., 1996; KELLY et al., 1991). Diferentes isolados de
Leishmania infantum com o mesmo perfil de zimodema apresentando diferentes valores de ED50
pode ser resultado de trocas genéticas (FARAUT-GAMBARELLI et al., 1997). Portanto, infecgdes
mistas por diferentes cepas de Leishmania podem ser um fendmeno frequente; e podem explicar
as diferencas no curso clinico da leishmaniose em muitos pacientes além de ser a razéo para falhas
no tratamento (ANTONIOU et al.2021). Diante do relatado, as cepas clinicas devem ser melhor
estudadas no que tange as diferencas genéticas.

As cepas induziram respostas diferenciadas nas infeccdes, e interessantemente a cepa 1686,
vinda de paciente com calazar grave, teve a maior taxa de infeccéo in vitro, atingindo o pico em 48
horas, com aparente redugéo apos 72 horas. Enquanto as demais cepas atingiram o pico de infegcéo,
com menor taxa comparado a 1686, apos 72 horas. A diferenca de infectividade entre diferentes
cepas de L. infantum também foi vista quando utilizado macrofagos caninos DH82 (RESENDE et
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al., 2020). Em relacdo ao tempo de crescimento dos parasitos, em macréfagos de peritdnio de
camundongos BALB/c e Swiss Webster infectados com L. infantum e mantidos em cultura por 24
e 72 horas, tiveram pico de crescimento no maior tempo (FERREIRA-PAES et al., 2020). Em
outro estudo, no entanto, com infec¢do in vitro, utilizando diferentes cepas de L infantum isoladas
do inseto vetor e mondcitos medulares murinos diferenciados em macréfagos, a maior taxa de
infecgdo ocorreu no tempo inicial de 4 horas com declinio da infecgdo em 24 e 72 horas em todas
as cepas (DOMINGUEZ-BERNAL et al., 2014).

Um fator adicional que pode estar associado com a gravidade da Leishmaniose é a presenca
de virus de RNA de Leishmania, descrito em varias espécies do protozoario. O LRV1, especifico
para as espécies mucocutaneas, esta relacionado com a agressividade da doenca, devido a ativacdo
por TLR3 (receptores do tipo toll 3) e fator de trasncricdo TRIF para producéo de IFN tipo 1 que
induz a autofagia resultando na degradacdo de inflamassoma NLRP3 limitando a ativacdo de
macrdfagos pela via do inflamassoma (DE CARVALHO; LIMA JUNIOR; DA SILVA, 2019). Em
L. infantum foi relatado que a presenca do virus pode levar a resisténcia ao tratamento pelo
antimoniato de meglumina, porém devido ao ndmero limitado de espécimes analisadas nédo foi
possivel observar a correlacdo da gravidade da doenca com o virus (HAJJARAN; MAHDI,
MOHEBALLI, 2016). Dessa forma, o estudo da presenca e funcdo de LRV deve ser investigado
nessas cepas.

Todos os hamsters adquiriram infecgdes visceralizantes em transmissao com as cepas 1686,
1580, 1851 e 515, em periodo entre 4 a 9 meses apds a infec¢do, com manifestacdes clinicas
diferenciadas em tempos diferentes. Esse resultado é corroborado com o estudo de Moreira e
colegas (2016), que relata o surgimento de sinais clinicos em hamsters infectados com isolado
clinico OP46 de cdo sintomatico inoculados por via intracardiaca e a cepa PP75 em diferente
periodo de tempo e niveis de gravidade.

O primeiro sinal observado nos grupos de hamsters sintomaticos foi a constante perda de
peso apresentada primeiramente no grupo infectado com a cepa 1580, seguido por 1686 e 1851 e
por ultimo 515. No entanto, alguns animais infectados com as cepas 1580, 1851 e 515 néo
apresentaram sinais externos da doenca até o fim do estudo, tal como todo o grupo infectado com
a cepa NCL IOCL 3241. A auséncia de sinais externos também foi observada em outros estudos
com hamster Mesocricetus auratus infectados com LV (ASLAN et al., 2013; MARTIN-MARTIN
etal., 2015).
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As cepas clinicas que induziram quadro clinico mais graves nos hamsters foram 1686, 1851
e 1580, além da desidratacdo, diarreia, incoordena¢do motora, lesdéo em mucosa oral e secrecao
ocular, nasal ou auricular, taquicardia; no grupo 1686 foi observado ictericia e palidez em mucosas,
enquanto 1851 e 1580 apresentaram, respectivamente, epistaxe e mucosa palida. Em humanos com
LV, além dos sinais classicos de LV, otites, problemas respiratérios e taquicardia foram
observados, indicando infeccdo secundaria (OLIVEIRA et al., 2010) essas infec¢fes secundarias
podem estar associadas a transmigracao da microbiota endégena, uma vez que 0s hamster viviam
em ambientes controlados livre de patdégenos (LEWIS et al., 2020).

Clinicamente, a presenga de ascite em humanos infectados € comum na LV em fases mais
tardias da doenca (QUEIROZ; ALVEZ; CORREIA, 2004). O acumulo de liquido em membros e
cavidade peritoneal ocorre por varios mecanismos relacionado anormalidade anatémicas,
fisiopatoldgicas e bioguimicas em pacientes com comprometimento hepatico (JUNIOR;
GALVAO; SANTOS; ANDRADE, 2009). Porém em caso de LV n#o tratada, inicialmente é visto
edema de membros podendo desenvolver para anasarca (edema generalizado) (SALDANHA, et
al., 2006) com acumulo de liquido na cavidade peritoneal. Por outro lado, em estudos com hamster
infectado com isolado clinico de humano, somente 33,3% apresentaram ascite (OLIVEIRA et al,
2010), ja em Aslan, et al., 2013 em infec¢do pelo vetor flebotominio nenhum hamster apresentou
acumulo de liquido em cavidade peritoneal, mas em infeccdes intracardiacas foi relado a presenca
do sintoma. Assim no presente estudo, mesmo com alteracfes hepaticas observadas nos grupos
1686, 1851, 515 e 1580, ndo foi detectado ascite, embora animais infectados com 1686, 1580 e
1851 tenham apresentado edema de patas.

Devido ao tropismo da Leishmania visceral para o figado a hepatomegalia é observada com
frequéncia em pacientes com LV macroscopicamente (HAPPUIS et al., 2007). N6és observamos
em todos os hamsters infectados com as diferentes cepas, exceto 20% infectado com 515, alteracdes
microscopicas como degeneracdo hidropica devido ao acumulo de agua no meio intracelular,
esteatose, que consiste no acumulo de triacilglicerol (SILVA, GONCAVES, 2008), granulomas e
células gigantes para conter a disseminacdo do parasito e infiltrado inflamatorio, assim como
relatado por DE LIMA e colaboradores (2017). O figado é o local de resolugdo aguda da infec¢do
com desenvolvimento de granulomas inflamatdrios em volta das células de kuppfer infectadas,
causando danos minimos aos tecidos (STANLEY; ENGWERDA, 2007). Macroscopicamente

observamos alteracdes na coloracéo e no tamanho do 6rgdo somente em hamster com cepas clinicas
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1686, 1851 e 1580. Os bacos infectados, por sua vez, apresentaram lesdes tanto macroscépicas
como microscopicas, independente do quadro clinico induzido pelas cepas clinicas, visto também
em outros trabalhos (ASLAN et al.,2013; MOREIRA et al., 2016). Na microscopia esplénica
observou-se periesplenite, hipertrofia de polpa branca, hiperplasia de polpa vermelha, aumento de
espessura da capsula e esplenomegalia, indicando parasitismo no 6rgdo. Essas alteragdes também
foram relatadas em infecgdes caninas e em hamsters infectados com LV (SANTOS et al., 2017,
DE LIMA etal., 2017), assim durante a LV, o0 baco € o local inicial para geracdo de resposta imunes
mediadas por células, mas acaba se tornando local de persisténcia do parasito com alteracfes
imunopatoldgicas associadas (STANLEY; ENGWERDA, 2007).

Curiosamente, foi observado coprofagia nos animais infectados com as cepas clinicas 1686,
1851 e 1580, mas em estudos de infeccdo em hamsters (ASLAN et al., 2013; MARTIN-MARTIN
et al., 2015) e em cdes (ABRANCHES et al., 1991; MOREIRA et al., 2007), ndo foi relatado esse
comportamento. Na medicina veterinaria a coprofagia é causada por verminose, estresse, doengas
metabdlicas e alimentacdo restritiva, inadequada e/ou carente de nutrientes (MEYER, et al., 2014;
EDWARD, 2020). Visto que, em infec¢bes com L. infantum a mudanca da microbiota intestinal
pode estar associada a carga parasitaria e alteracdes histoldgicas (PASSOS et al., 2020; LEWIS et
al., 2020), hipotetizamos que mudancas ocorridas na microbiota devido ao parasitismo intestinal
com translocacgdo bacteriana para o figado e perda de peso progressiva durante a LV causando o
comportamento acima descrito dos hamsters devido o comprometimento na metabolizagdo
hepaética, tal relacdo sera investigada por outro estudo realizado pelo nosso grupo. Adicionalmente,
a copofragia pode estar relacionada, também, ao estresse causado pelo desconforto dos sinais
clinicos e pelos distdrbios metabdlitos devido as alteracdes hepéaticas e ma absorcdo de nutrientes
pelo intestino decorrentes da LV.

A cepa 1851 induziu maior producdo de IgG total, embora 1686 e 1580 também induziram
altos niveis de 1gG totais, assim como em pacientes humanos com LV infectados com diferentes
cepas de Leishmania apresentam diferentes niveis de anticorpos (ELASSAD et al., 1994). A
hipergamoglobulinemia é um sinal clinico tipico da LV tanto em humanos quanto em hamsters, e
ocorre devido a ativacdo policlonal de linfocitos B (BUNN-MORENO et al.,1985; GALVAO-
CASTRO et al., 1984). Os anticorpos induzidos pela L. infantum na LV nédo tém efeito protetor e
podem estar envolvidos na patogenia das lesdes na doenca (MATHIAS et al., 2001). Por outro

lado, podem ser protetores nos casos de infecgbes assintomaticas por esse parasita pelos
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mecanismos discutidos nos estudos de Gardinassi e colegas (2014 e 2017), Rodrigues e colegas
(2016) e Casadevall e colegas 2003.

A reacdo ao antigeno soluvel de Leishmania foi positiva tanto no soro dos grupos de
hamsters com LV ativa infectados com as cepas 1686, 1580 e 1851, quanto em assintomaticos dos
grupos 1580 e 1851. No entanto, hamsters assintomaticos do grupo 515 e NCL I0CL 3241, ndo
apresentaram diferenca significativa na producéo de anticorpos especificos contra Leishmania. Em
analise realizada com individuos de regido endémica para LV, o ELISA foi capaz de detectar altos
niveis de anticorpos especificos para Leishmania, no entanto ndo foi possivel detectar todos os
individuos assintomaticos somente por essa técnica, sendo necessaria a associagdo com outras
metodologias (PORCINO et al., 2019).

Embora o “imprint” do baco e figado dos animais tenham mostrado a presenca de
amastigotas; assim como houve crescimento de promastigotas em avaliacdo por diluicdo limitante,
técnica de alto padrdo utilizada na quantificacdo de parasitos nos 6rgdos (LIMA; BLEYENBERG,;
TITUS, 1997), ndo houve amplificacdo com iniciadores especificos para L. infantum em PCR para
alguns orgdos infectados. Diferentes metodologias de andlises de carga parasitaria em LV podem
apresentar resultados diferentes devido as limitagdes de cada técnica. Embora gPCR seja
considerado uma técnica eficiente para avaliagdo da carga parasitaria em figado e baco de hamster
infectados com LV, uma vez que mostrou maior sensibilidade para identificar animais com baixa
carga parasitaria (MOREIRA et al., 2012), vale salientar que ndo existe um método padronizado
(GALLUZZI et al., 2018). Para humanos gPCR é uma ferramenta fundamental na deteccéo de LV
por apresentar uma variacao de especificidade entre 29,6-100% e sensibilidade entre 91,3 e 100%
(DE PAIVA-CAVALCANTI et al., 2015).

Perfis de N-glicanas na regido Fc de IgG estdo sujeitas a alteracbes, podendo modificar a
funcdo efetora mediada por anticorpos e afetar a gravidade da LV. Pacientes com sintomas graves
de LV quando comparados com assintomaticos, apresentam elevados niveis séricos de citocinas
IL-1B; IL-6; TNF- a; IL-12p 70; IFN-y e proteina C- reativa, que séo significativamente associados
ao desenvolvimento de sintomas clinicos graves. Esses individuos apresentavam anticorpos com
baixos niveis de acido sialico e altos niveis de fucosilagdo na por¢do Fc de subunidades de 1gG
(GARDINASSI et al, 2014). Embora tenhamos tentado avaliar a alteracao de acido siélico e fucose
em anticorpos especificos, a remocao dos carboidratos do antigeno de L. infantum foi ineficiente
ao utilizar a enzima Endo S, e a aplicacdo de novos protocolos com acido periédico (GORNIK;
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LAUC, 2007) ou com a enzima PNGase F (SHADE; ANTHONY, 2013) sdo necessarios para testar
a eficécia da deglicosilacdo do antigeno.

A analise de glicanas em IgG total dos hamsters infectados com as diferentes cepas mostrou
reducdo dos niveis de &cido sialico e fucose nessas proteinas nos grupos oligossintomatico e/ou
assintomatico 515 e assintomatico NCL IOCL 3241 e 1851. E interessante salientar que a cepa
NCL I0CL 3241 ndo induziu alteracBes anatomopatoldgicas nos hamsters e foi negativo em
ensaios de deteccdo do parasito, embora aumento significativo da expressao de IFN-y em células
esplénicas e presenca de vacuolos parasitoforos em macréfagos de figado e bagco tenham sido
observados nos animais infectados com a cepa. A presenca de IFN-y pode indicar o controle da
infeccdo por Leishmania devido o recrutamento de células Thl produtoras de IFN-y (KEMP et al.,
1999; MOUGNEAU; BIHL; GLAICHENHAUS, 2011) que em macrdfagos ativados amplifica
atividade microbicida sobre amastigotas (LYKENS et al., 2010).

Doencas infecciosas apontam para o notavel controle imunoldgico sobre a glicosilacdo de
anticorpos, como ele é moldado pela inflamag&o e, mais importante, como pode ser controlado para
dirigir a funcdo imunoldgica (IRVINE; ALTER 2020; LU et al., 2018). Embora 0s mecanismos
que regulam a glicosilacdo de 1gG nédo tenham sido totalmente elucidados, as citocinas, assim como
células B, as células plasmaticas e as glicosiltransferases extracelulares, provavelmente
influenciam as glicoformas de Fc de 1gG. Na verdade, a contribui¢éo da glicosilacdo de 1gG para
doencas infecciosas e vacinas € cada vez mais apreciada, e testes funcionais mostraram que a
sialilacdo de IgG é responsavel pela atividade antiinflamatéria de IVIG in vivo (JONES et al., 2012;
WANG et al., 2017; PAGAN; KITAOKA; ANTHONY, 2018). A sialilacdo terminal de Fc de
glicana reduz a afinidade de IgG para FcyRs tipo I, e IgG sialilado tem capacidade reduzida para
iniciar a citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (ADCC) in vivo.
(SCALLON et al., 2007). Desta forma nds sugerimos que, neste estudo, a reducéo do acido sialico
esteja associada ao controle da doenga, embora sejam necessarios mais experimentos para
correlacionar o aumento de IFN- y e a redugdo do acido sialico com o controle da LV.

Por outro lado, o grupo infectado com a cepa 1580, uma das que induziu sinais de LV grave
nos hamsters, apresentou expressao relativa levemente elevadas das citocinas IL-10 em figado e
TGF-B em figado e baco. Tais citocinas ativam a enzima arginase competindo com iNOS inibindo
fator microbicida dos macréfagos como NO (MOSSER, 2003; GORDON, 2003; RODRIGUEZ;
CHABG; WILSON, 2004), favorecendo a sobrevivéncia do patdégeno no interior do macrofago e
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disseminacio no organismo (INIESTA; GOMEZ-NIETO; CORRALIZA, 2001). Vale ressaltar que
os niveis de NO foram mensuradas em infeccdo in vitro neste estudo, porém ndo houve alteracéo
(dados ndo mostrados). Na verdade, ja foi descrito que L. infantum falha em induzir uma forte
resposta inflamatdria, e tem menor ativacgéo e controle do parasito em mondcitos humanos (VIANA
etal., 2018).

Aplicando a técnica do western blot com amostras de anticorpos purificados de hamsters
infectados com diferentes cepas de L. infantum foi visto que a presenca de fucose e acido sialico
somente na cadeia pesada. Houve um aumento de &cido sidlico e de fucose em hamster
sintométicos em relacdo aos assintomaticos no experimento ELLA, e embora seja necessarias
analises mais profundas com técnicas mais sensiveis, podemos inferir que houve uma modulagéo
no perfil de glicanas nos animais, e que esse aumento pode estar relacionado a gravidade de LV
em modelo experimental. Isso porque, 0 aumento de fucose em IgGs de pacientes com LV grave
pode afetar a ligagao do 1gG no receptor inibidor 1gG II b (FcyRIIb) nas células B, prejudicando o
mecanismo reguladores da ativacdo de células B (SIBERI et al., 2005; GARDINASSI et al, 2014)
e favorecendo a hipergamaglobulinemia. Enquanto a baixa fucosilacdo em IgG1l tem maior
citotoxicidade in vivo pela ligagdo e ativagdo em receptor ativador FcyRIIla (SHIELDS et al., 2002)
controlando assim a LV nos animais assintomaticos. Além disso, quantidade de IL-1B em células
hepaticas de assintomaticos foi associada com a auséncia de sinais clinicos de LV, o que pode ser
explicado pelo fato de durante a infeccdo por Leishmania ocorrer ativacdo por inflamassoma
NLRP3 em macréfagos para evitar replicagdo intracelular (LIMA- JUNIOR et al., 2013;
ZAMBONI; SACKS, 2019). A IL-1B ¢ um mediador inflamatério essencial para resposta do
hospedeiro e para destruicao de patdgenos, porém em condigdes exacerbadas causa danos durante

infeccdes cronicas e lesdes agudas (LOPEZ; BROUGH, 2011).
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CONCLUSAO



7 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que infeccdo com a cepa 1686 pode levar a quadros mais graves
da doenca e com maior infectividade, conforme aferida nos experimentos in vitro e in vivo. Dessa
forma, essa cepa se destaca como alvo de estudo para o melhor entendimento da patogénese de LV,
e pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de diagnoésticos, terapias e vacinas. Por outro lado,
estudos com a cepa de referéncia NCL 10C 3241, podem explicar a baixa infectividade e resolucédo
da doenca. A sintomatologia da LV parece estar associada a IL-1B, além da mudanca da
glicosilagdo. Sugerimos o aprofundamento deste estudo com a aplicagdo da duplicata do
experimento utilizando as cepas de maior destaque, e aplicacdo de técnicas mais sensiveis, como
espectrometria de massas, no estudo da glicosilacéo.

Por fim, concluimos que o presente estudo € um passo para o entendimento da LV no que
se refere aos fatores que levam ao desenvolvimento da doenga ap6s infec¢do com parasita que, na
maioria dos casos, leva a infeccBes assintomaticas, assim como para reafirmar a utilizacdo do
hamster como modelo experimental, e sugerir que novas cepas sejam ferramentas de estudo da

patologia da doenca.
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