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RESUMO

Analise da expressdo das proteinas META2, LRR17, TSA e STI1 em isolados de
Leishmania (Viannia) braziliensis obtidos de pacientes com lesdo cutanea ou

mucosa

Introducéo: A Leishmania (Viannia) braziliensis € o agente etioldgico mais frequente
da leishmaniose tegumentar no Brasil. Cerca de 1 a 10% dos pacientes infectados com
essa espécie de parasito desenvolvem a leishmaniose mucosa, cujas lesbes sdo
progressivas, destrutivas e caracteriza-se por uma forte resposta imune especifica. Os
mecanismos para o desenvolvimento da leishmaniose mucosa sdo pouco conhecidos,
porém é possivel que proteinas associadas a viruléncia do parasito, como a METAZ2 e o
LRR17 e /ou relacionadas com a indugédo de uma forte resposta imune, como a STl e a
TSA, participem da patogénese da doenca, ocasionando o aparecimento de metastase na
mucosa.

Objetivo: Avaliar a expressao das proteinas META2, LRR17, STI1 e TSA em formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis oriundas de lesdes
cutaneas ou mucosas.

Meétodos: Foram utilizados trés isolados oriundos de lesdes cutaneas de pacientes
(JCJ8c, RPL5c e SMBTc) e trés isolados oriundos de lesdes mucosas (ASL9m, JBC8m
e PPS6m). Formas amastigotas dos isolados foram obtidas apds o indculo das bidpsias
em camundongos deficientes em interferon gama e as formas promastigotas em fase
estacionaria ou logaritmicas obtidas em cultura em meio de Grace. A cinética do
crescimento dos isolados em cultura foi realizada através de contagem diaria durante
dez dias em citémetro de fluxo. A expressao das proteinas de cada isolado foi avaliada
através da técnica de immunoblotting e por citometria de fluxo, sendo esta Ultima
utilizada somente para avaliar a expressdo de proteinas cuja diferenga na expressao foi
significante entre os isolados de lesdes cutaneas ou mucosas.

Resultados: Promastigotas em fase estacionaria dos isolados SMB7c e JBC8m foram as
que mais expressaram a proteina META2. A maior expressdo desta proteina nos
parasitos coincidiu com lesdes mais graves, visto que o isolado SMB7c apesar de ser de
origem cutanea, o paciente apresentou também lesdo na mucosa e no isolado JBC8m o
paciente teve o retorno das lesdes. As proteinas LRR17 e STI1 ndo foram expressas em

quantidades significativamente diferentes tanto em promastigotas quanto em
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amastigotas dos diferentes isolados. A proteina TSA foi expressa em maior quantidade
nas formas promastigotas em fase estacionaria e em amastigotas dos isolados oriundos
de pacientes com lesdo mucosa, sendo que essa diferenca também foi observada na
analise citométrica.

Conclusdo: Os resultados sugerem uma associagdo da proteina METAZ2, que esta
relacionada com a viruléncia do parasito, com a geracdo de lesdes mais graves nas
mucosas, Vvisto que a maior expressao da proteina foi em isolados de pacientes com
lesdo mucocutanea e de pacientes que o tratamento ndo foi eficaz. A TSA, que esta
associada a antigenicidade e também viruléncia do parasito foi mais expressa em
isolados oriundos de pacientes com lesdo mucosa. A hipGtese é que, a proteina TSA
apesar de induzir uma resposta imune protetora, estaria conferindo protecdo da
leishméania apds a entrada no fagolisossomo por ser uma proteina antioxidante. Esta
protecdo favorecia a persisténcia dos parasitos e mais tarde a geracdo de lesdes na

mucosa.



ABSTRACT

Analysis of protein expression of META2, LRR17, TSA and STI1 in isolates of
Leishmania (Viannia) braziliensis obtained from patients with cutaneous or

mucosal lesions

Introduction: Leishmania (Viannia) braziliensis is the most common etiologic agent of
cutaneous leishmaniasis in Brazil. About 1 to 10% of patients infected with this species
of parasite develop the mucosal leishmaniasis, whose lesions are progressive,
destructive and are characterized by a strong specific immune response. The
mechanisms for the development of mucosal leishmaniasis are poorly known, but it is
possible that proteins associated with virulence of the parasite, such as META2 LRR17
and/or related with the induction of a strong immune response, such as STI and TSA,
participate in the pathogenesis disease, causing the appearance of metastases in the
mucosa.

Objective: To evaluate the expression of proteins META2, LRR17, STI1 and TSA in
promastigotes and amastigotes of Leishmania (Viannia) braziliensis derived from
cutaneous or mucosal lesions.

Methods: It was used three isolates from cutaneous lesions of patients (JCJ8c, and
RPL5c SMB7c) and three isolates from mucosal lesions (ASL9m, and JBC8m PPS6m).
Amastigotes of the isolates were obtained after inoculation of biopsies in mice knockout
in interferon gamma and promastigotes in logarithmic or stationary phase obtained in
culture in Grace's medium. The kinetics of growth in culture of isolates was performed
by counting daily over ten days in the flow cytometer. The expression of proteins of
each isolate was assessed by immunoblotting technique and by flow cytometry, the
latter being used only to evaluate the expression of proteins whose expression was
significant difference between isolates from cutaneous or mucosal lesions.

Results: Promastigotes in stationary phase of the isolates SMB7c and JBC8m were the
most expressed the protein METAZ2. The greatest expression of this protein in parasites
coincided with more severe lesions, since despite of isolated SMB7c being of cutaneous
origin, the patient also presented mucosal lesion, and in the isolated JBC8m the patient
presented return of lesions. Proteins LRR17 and STI1 were not expressed in significant
amount in both promastigotes and amastigotes of different isolates. TSA protein was

expressed at higher levels in promastigotes stationary phase and amastigotes of the
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isolates from patients with mucosal lesions, and this difference was also observed in
flow cytometric analysis.

Conclusion: The results suggest an association of METAZ2 protein, which is related to
the virulence of the parasite, with the generation of more severe lesions in the mucosal,
since the highest expression of the protein was isolate from patients with
mucocutaneous lesions and patients whose treatment was not effective. TSA, which is
associated with antigenicity and virulence of the parasite was also expressed in greater
amount in isolates from patients with mucosal lesions. The hypothesis is that, despite
TSA protein to induce a protective immune response could be conferring protection in
the Leishmania after entering the phagolysosomes by being an antioxidant protein. This

protection favored the persistence of parasites and later generation of mucosal lesions.
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1. INTRODUCAO

1.1  Caracteristicas gerais da leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas causadas por diferentes espécies de parasitos
pertencentes a ordem Kinetoplastida; Familia: Trypanossomatidae; Género: Leishmania
e Subgénero: Leishmania ou Viannia (Desjeux 1996;Goto & Lindoso 2010). Os
subgéneros Leishmania e Viannia se diferem de acordo com o desenvolvimento do
parasito no vetor, visto que no primeiro, o desenvolvimento limita-se ao estbmago do
vetor e no segundo, 0s parasitos se aderem as paredes do piloro e/ou ileo, através do seu
flagelo (Shaw 1994).

A leishmaniose é uma doengca endémica em 88 paises, sendo que
aproximadamente 350 milhdes de pessoas estdo expostas ao risco de adoecerem.
Estima-se que no mundo exista aproximadamente 12 milhdes de pessoas infectadas,
com uma incidéncia de 2 milhdes de casos por ano (1,5 milhdo de leishmaniose
tegumentar e 500.000 de leishmaniose visceral) (WHO 2011).

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é amplamente distribuida nos quatro
continentes, em um total de 82 paises. A maioria dos casos de LT estdo na Africa
(principalmente Etiopia, Marrocos e Tunisia), Oriente Medio (principalmente
Afeganistdo, Paquistdo e Ird) e na Ameérica Latina (principalmente Brasil, Bolivia,
Colémbia, Equador, Peru e Venezuela). A LT foi considerada pela Organizacao
Mundial de Saiude (OMS) como uma das mais importantes doencas infecciosas
causadas por protozoarios, devido ao fato de poder gerar deformidades no individuo
afetado (Desjeux 2004;Murray et al. 2005;Brasil 2007). No Brasil, ela € uma das
doengas endémicas com grande relevancia, sendo relatado em torno de 21.000 novos
casos a cada ano na populacdo. Além das deformidades como, por exemplo, no nariz e
boca que esta doenca pode causar no individuo, ela também possui um envolvimento
psicoldgico, podendo ser refletido nos campos sociais e econdémicos (Brasil 2007)

A leishmaniose foi tradicionalmente separada em dois grupos: leishmaniose do
Novo Mundo (LNM) e Velho Mundo (LVM), as quais se referem a localizagdo
geogréfica onde a infeccdo é adquirida. A LVM consiste na doenca que é causada por
espécies que podem ser encontradas na Africa, na bacia do Mediterraneo e Oriente
Médio. Dentre as principais espécies causadoras estdo: Leishmania (L.) major,

Leishmania (L.) tropica e Leishmania (L.) aethiopica, que sdo responsaveis pela
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leishmaniose cutanea (LC) e Leishmania (L.) donovani e Leishmania (L.) infantum,
responsaveis pela forma mais grave da doenga, a leishmaniose visceral (LV). A LNM ¢
causada por parasitos que se encontram distribuidos no México, América Central e
Ameérica do Sul. As principais espécies causadoras da leishmaniose nessas regides sao:
Leishmania (L.) mexicana, Leishmania (L.) amazonensis, Leishmania (V.) braziliensis e
Leishmania (V.) guyanensis, principais agentes etiologicos da LC, podendo essas trés
Gltimas espécies causar também a leishmaniose mucosa (LM). Apesar dessas trés
espécies causarem a LM, no Brasil, a L. (V.) braziliensis é a principal espécie
responsavel pelo desenvolvimento da doenca (Brasil 2007). A LV nessas areas, por sua
vez, € causada pela Leishmania (L.) chagasi (Brasil 2007;David & Craft 2009;Ameen
2010;WHO 2011).

A transmissdo da leishmaniose é realizada por dipteros hematéfagos da familia
Pychodidae e subfamilia Phlebotominae (Silveira et al. 1991;Desjeux 2004;Rangel &
Lainson 2009). Nos paises do NM, esses vetores invertebrados sdo do género
Lutzomyia, envolvendo aproximadamente 391 espécies e no VM sdo do género
Phlebotomus (Desjeux 1996). Aproximadamente 30 espécies de Phlebotomus foram
comprovadas como insetos vetores capazes de transmitir a leishménia (Rangel &
Lainson 2009). No Brasil, esses insetos possuem diferentes nomes populares,
dependendo de sua localizacdo geografica, como: mosquito-palha, mosquito polvora,
catuqui, cangalha, asa branca, birigui, tatuira (Killick-Kendrick & Molyneux
1981;Bhattacharya et al. 2006).

A leishmania possui o ciclo de vida dimérfico, na qual podem ser encontradas as
formas promastigotas extracelulares e amastigotas intracelulares (Sacks et al. 2000). A
infeccdo natural comeca quando o inseto vetor inocula aproximadamente 100 a 10.000
formas promastigotas infectantes na pele do hospedeiro (Kimblin et al. 2008). Em
humanos, o periodo de incubacdo varia de poucas semanas a varios anos antes do
comegco das manifestacdes cutaneas, as quais consistem, inicialmente, em um papula ou
nodulo que sdo caracterizados histologicamente pela presenca de macrofagos infectados
por amastigotas e um grande infiltrado de células mononucleares na derme (Gutierrez et
al. 1991;Sanchez et al. 1992;Weigle & Saravia 1996).

O ciclo de transmissdo da leishmaniose inicia-se quando o inseto vetor, durante
0 repasto sanguineo, ingere macrofagos infectados com as formas amastigotas, que sdo
as formas aflageladas e ovais ou arredondadas, da leishmania presentes no hospedeiro

vertebrado. Apds o rompimento do macrofago, essas amastigotas se transformam em

2



promastigotas prociclicas, as quais sdo flageladas e pouco infectantes para 0s
vertebrados; possuem o flagelo curto, sdo ovoides, ligeiramente moveis e se
multiplicam ativamente por divisdo binaria. Nesta fase, elas passam por uma série de
mudancas tanto morfoldgicas quanto fisioldgicas se aderindo ao tubo digestivo do vetor.
Ao término desse processo, esses parasitos sofrem um processo de diferenciacdo
denominado metaciclogénese, se tornando promastigotas metaciclicas, que sdo as
formas flageladas infectantes com os flagelos mais longos e corpo delgado. Essas
leishménias migram para as glandulas salivares do inseto e durante um novo repasto
sanguineo as fémeas do inseto vetor inoculam esses parasitos na pele do hospedeiro.
Estes parasitos irdo infectar os macrdfagos presentes na derme, gerando assim um novo
ciclo de transmissdo (Sacks & Perkins 1985;Escobar et al. 1992;Sacks 2001) (Figura 1).

Sacks & Perkins 1984 mostraram que os parasitos do género Leishmania se
diferenciam em promastigotas prociclicas e metaciclicas em cultura semelhante ao que €
observado dentro do inseto vetor. Na cultura, é observado um padrdo distinto de
crescimento entre os subgéneros de leishmania. Parasitos pertencentes ao subgénero
Viannia, por exemplo, proliferam-se menos em cultura quando comparado com 0s
outros subgéneros (Lainson et al. 1987;Armstrong & Patterson 1994).

Os parasitos do subgénero Leishmania entram em fase estacionaria de
crescimento aproximadamente no quarto dia de cultura, sendo que apds o sétimo dia é
observado um declinio da populagdo. A L. (V.) braziliensis € um exemplo das espécies
do subgénero Viannia que possui um padrdo de crescimento distinto. Os parasitos
crescem lentamente e entram em fase estacionaria por volta do sétimo dia de cultura
(Sacks & Perkins 1984;Torrico et al. 1999).



Amastigota Intracelular o

S @ (2N

Lo

B €
{ @ & N eo
(k/\" / Propagacio
/MacrOfago

\

metaciclicas
M

@@@@Amasﬂgotn

Promasﬂgouc
proclcllcu

/

I TR
Diviséo binaria

(modificado de Chappuis et al. 2007)

Figura 1- Representacdo esquemaética do ciclo de vida da leishménia no hospedeiro

mamifero e no inseto vetor.



1.2 Aspectos clinicos da leishmaniose

A leishmaniose compreende diferentes formas clinicas: leishmaniose cuténea
(LC), mucosa (LM), difusa (LD), disseminada (LDis) e visceral (LV), dependendo da
espécie do parasito e/ou resposta imune desencadeada por este (David & Craft 2009).

A LC é a forma mais comum da leishmaniose e é geralmente restrita as areas
expostas do corpo como a face, couro cabeludo, bragos e pernas. As lesdes variam de
uma a dez e sdo geralmente do tipo Ulceras bem delimitadas e arredondadas que podem
ser simples ou multiplas, visto que na maioria das vezes se curam espontaneamente
(Royer & Crowe 2002;Brasil 2007;Goto & Lindoso 2010). Observa-se que apesar de
poder ocorrer uma cura da lesdo primaria, uma lesdo metastatica pode desenvolver na
mucosa com destruicdo extensa do tecido mole subjacente e da cartilagem, o que indica
que a erradicagéo do parasito ndo havia acontecido (Saravia et al. 1990).

A LM, também conhecida por “espundia” (Marsden 1994), é uma doenga
crbnica e progressiva que geralmente se localiza no nariz e na boca, porém podem afetar
a laringe e a traquéia, gerando deformacdo e disturbios respiratérios. Cerca de 1 a 10%
de individuos infectados com L. (V.) braziliensis desenvolvem a LM (Marsden
1985.1994; Amato et al. 2003). Em alguns casos, a leishmaniose mucosa aparece mais
precocemente, podendo estar presente simultaneamente com a lesdo cutanea
(Boaventura et al. 2006). S&o pouco conhecidos 0s parametros que permitam prever se
essas lesBes nas mucosas aparecerdo em um individuo infectado, porém, o risco é
aparentemente maior em pacientes que possuem lesdes primarias maultiplas, pacientes
que apresentaram manifestagdes clinicas por periodos mais longos que um ano, ou
pacientes que ndo foram tratados, ou o foram de forma intermitente (Jones et al.
1987;Marsden 1994;Grevelink & Lerner 1996;Schubach et al. 1998).

A LD é a forma da LT caracterizada pela auséncia de uma resposta imune
efetiva, por um grande nimero de leishmanias fagocitadas dentro de macréfagos e pela
presenca de lesbes nodulares e ndo ulceradas (Carvalho et al. 1994;Brasil 2007). As
lesGes séo cronicas e disseminadas, assemelhando-se as da lepra, além de serem mais
dificeis de curar (Pinheiro 2004;Pereira et al. 2009). As principais espéecies causadoras
sdo a L. (L.) aethiopica, L. (L.) mexicana e L. (L.) amazonensis, sendo esta ultima a
principal espécie que causa a LD no Brasil (Brasil 2007;Goto & Lindoso 2010;Morrison
et al. 2010).



A LDis é mais rara, aparecendo em aproximadamente 2% dos casos de LT. Na
sua fase inicial, nota-se a presenca de Ulceras isoladas que subsequentemente evoluem
para centenas de lesdes que sdo dolorosas e purulentas, sendo elas principalmente
acneiformes e papulares. Em até 30% dos casos observaram-se também o acometimento
simultdneo das mucosas, aléem de manifestacdes sistémicas (Turetz et al. 2002;Brasil
2007;Reithinger et al. 2007). Individuos que desenvolvem essa forma da doenca
conseguem montar uma resposta imune contra 0s parasitos, além de apresentarem uma
boa resposta terapéutica. As espécies reconhecidas como causadoras dessa doenca séo a
L (V.) braziliensis e L.(L.) amazonensis (Brasil 2007).

A LV, também conhecida como “kalazar”, ¢ a forma mais grave da
leishmaniose, podendo levar o individuo a morte (Desjeux 2004). Os parasitos sao
encontrados principalmente no bago, medula Ossea, figado e linfonodos. As
caracteristicas clinicas da doenga consistem em febre, emagrecimento,
hepatoesplenomegalia e pancitopenia (Herwaldt 1999;Costa et al. 2010).

Na LV parece ocorrer uma inabilidade de células T produzirem IFN-y e IL-12 e
consequentemente serem capazes de ativarem os macrofagos para matarem a leishmania
(Sundar et al. 1997). Em estudos mais recentes é mostrado o papel da IL-10 na
patogénese, gerando uma resposta imunossupressora, a qual inibe a polariza¢do para um
uma resposta imune protetora do tipo Thl(Bhattacharjee et al. 2009). Além disso, na
LV nota-se que existe uma alta producdo de anticorpos especificos para antigenos da
leishméania antes mesmo de ser detectada uma resposta celular especifica (Ghose et al.
1980).

1.3  Resposta imune na leishmaniose

Para que ocorra uma resposta imune especifica as leishmanias é necessario que
haja, em primeiro lugar, interacGes destes parasitos com receptores da imunidade inata
presentes em macrofagos e/ou células dendriticas. Dentre os receptores que ja foram
vistos em interagirem com as leishmanias estdo os receptores Fc (do inglés, fragment,
crystallizable), receptores de manose, receptores semelhantes a tool (TLRs, do inglés
toll-like receptor) e o receptor do complemento 3 (CR3, do inglés, complement receptor
3) (Wilson & Pearson 1986;Saraiva et al. 1987;Kima et al. 2000;Kedzierski et al.
2004a;Vargas-Inchaustegui et al. 2009).
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Estudos mostraram que a sinaliza¢do através de TLRs sdo essenciais para a
resposta imune contra as leishmanias. Foi demonstrado que o LPG de L. (L.) major
induz a produgdo de IL-12 p40 e TNF-a por macréfagos derivados da medula dssea de
uma maneira depende de TLR-2. J& em estudos com células dendriticas foi visto que
TLR-2 parece ter um papel regulatério durante a infeccdo com L. (V) braziliensis (de
Veer et al. 2003;Tuon et al. 2008; Vargas-Inchaustegui et al. 2009).

ApoOs a resposta imune inata, uma resposta imune especifica a leishmaniose é
montada, sendo mediada principalmente por linfécitos T. Muito do que se sabe acerca
da imunologia da leishmaniose se deve a estudos utilizando modelos cléssicos de
infeccdo murina por L. (L.) major. Nestes modelos observa-se o paradigma T auxiliar
1/T auxiliar 2 (Thl/Th2, do inglés T helper 1/T helper 2) de resisténcia versus
suscetibilidade. A interleucina-4 (IL-4) direciona para a resposta imune do tipo Th2 em
camundongos susceptiveis, como os BALB/c, enquanto a citocina interleucina-12 (IL-
12) direciona para uma resposta Th1 associada a resisténcia em camundongos C57BL/6
(Scott & Farrell 1998;Sacks & Noben-Trauth 2002). A destruicdo destes parasitos
ocorre no fagolisossomo dos macrdfagos e envolve a producdo de oxido nitrico (NO)
pela enzima Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) expressa apds a ativacdo do
macrofago pelas citocinas interferon -gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral —alfa
(TNF-0), além da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que s@o induzidas
também por essas duas citocinas (IFN-y e TNF-a). As ROS também podem ser
induzidas pela fagocitose (Liew et al. 1990;Cunha et al. 1993;Reiner & Locksley
1995;Murray & Nathan 1999).

Os mecanismos imunoldgicos de controle do patégeno em modelos murinos
infectados por L. (L.) major ja estdo bem estabelecidos, ao contrario dos modelos
murinos de infec¢do por L. (V.) braziliensis (Coutinho et al. 1996). Nestes ultimos,
estudos mostraram que ambos, IFN- y e IL-12p40 sdo componentes de uma resposta
imune protetora. Foi visto também que a IL-12, STAT4, iNOS e TNF sdo essenciais
para a cura de uma infeccdo local, enquanto 0 NADPH oxidase parece ndo ser tdo
importante (DeKrey et al. 1998;de Souza-Neto et al. 2004;Rocha et al. 2007).
Alternativamente, outro estudo realizado por Khouri et al. 2010 demonstrou que quando
utilizado um inibidor da superdxido dismutase, houve um aumento da morte de isolados
de L. (L.) amazonensis e L. (V.) braziliensis por macréfagos humanos, in vitro, e em
modelos murinos, in vivo. Sendo assim, parece que alguns isolados de L. (V.)

braziliensis sdo mais susceptiveis a morte por ROS do que outros isolados.



Em humanos, a resposta imune na LM € caracterizada por um rico infiltrado
inflamatorio associado a uma forte resposta inflamatoria, observando-se nestas lesdes a
presenca de uma pequena quantidade de parasitos ou até mesmo a auséncia destes
(Bittencourt & Barral 1991). Os mecanismos imunes na LM ainda sdo pouco
conhecidos, porém estudos utilizando células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs) demonstraram que esta doenca é caracterizada por elevados niveis das
citocinas pro-inflamatérias TNF-o ¢ IFN-y ¢ uma baixa produ¢do da citocina anti-
inflamatoria 1L-10 quando comparado com pacientes com LC (Caceres-Dittmar et al.
1993;Bacellar et al. 2002). Foi mostrado também o papel da citocina IL-4 na patogénese
da LM. Através de um estudo analisando RNA mensageiro de bidpsias de pacientes foi
encontrado que em lesdes mucosas existe uma maior quantidade de IL-4 do que lesdes
cuténeas (Pirmez et al. 1993).

Apesar do TNF-a e IFN-y serem citocinas capazes de ativar os macrofagos para
matar o parasito, na LM nota-se uma inabilidade destas em controlarem a infec¢cdo com
L. (V.) braziliensis, sendo observada uma resposta imune mais exacerbada quando
comparada com a LC e um aumento de celulas T efetoras ativadas que mantém uma
resposta inflamatoria gerando os danos teciduais (Blackwell 1999;Carvalho et al. 2007).

Em pacientes que possuem a LM ativa, foi demonstrado que, os niveis de IFN-y
e interleucina-5 (IL-5), que fazem parte dos perfis Thl e Th2, respectivamente, sao
maiores comparados com o da LC ativa, mostrando também neste mesmo estudo que
pacientes que desenvolveram a cura da LM tiveram um nivel aumentado de IFN-y e
diminuido os niveis de IL-5 com nenhuma producdo de IL-4, sugerindo que a destruicéo
dos tecidos da mucosa ndo se deve somente a presenca de um perfil misto Th1/Th2
junto a uma reacao exacerbada das células T, mas também uma auséncia de regulacdo
da rede de citocinas (Da-Cruz et al. 2002).

Além do perfil misto Th1/Th2 que é notado em lesBes causadas por L. (V.)
braziliensis, outros subtipos de células, as células T reguladoras (T regs) que sao
produtoras de IL-10 e/ou fator de transformacéo de crescimento-beta (TGF-B), ja foram
identificados em lesdes de pacientes portadores de LC, cuja funcdo principal é de
controlar a infeccdo através do controle da resposta inflamatoria exacerbada ocasionada

causada pelo parasito (Campanelli et al. 2006).



1.3 Fatores de viruléncia da leishmania

Sabe-se que os parasitos do género Leishmania passam por dois estagios de
vida, um dentro do inseto vetor, como promastigotas, e outro dentro de macrofagos,
como amastigotas. Para poderem sobreviver nestes dois ambientes biolégicos distintos,
estes parasitos passam por adaptacdes tanto bioquimicas como morfoldgicas (Alexander
et al. 1999). As formas amastigotas presentes em macrofagos séo mais infectantes do
que as flageladas. Dentre as formas encontradas no inseto vetor ou em cultura, as mais
infectantes sdo as promastigotas metaciclicas em relagdo as prociclicas, as quais estdo
presentes na fase estacionaria e fase logaritmica de crescimento, respectivamente
(Chang et al. 1990;Puentes et al. 1990). As formas promastigotas e amastigotas
expressam moléculas estagio-especifico em sua superficie, as quais podem ser
consideradas fatores de viruléncia por serem criticas para interagcGes que envolvem a
ligacdo e invasdo do macrofago do hospedeiro, primeiramente por promastigotas e
depois por amastigotas (Handman 1999;Kedzierski et al. 2004b;Genestra et al. 2006).
Esses fatores de viruléncia podem estar associados com a resposta imune do hospedeiro,
uma vez que a resposta imune pode atuar tanto na protecdo quanto no desenvolvimento
da doenga (Chang et al. 2003).

As leishmanias expressam uma familia de glicoconjugados que contém
fosfoglicanos. Dentro desta familia estd o lipofosfoglicano (LPG) que estd ligado a
membrana e os proteofosfoglicanos (PPG), os fosfoglicanos e a fosfatase &cida que
estdo na forma secretada (Handman 1999;Turco et al. 2001). O LPG é expresso
principalmente na superficie de promastigotas, sendo encontrado em pequena
guantidade em amastigotas (llgoutz & McConville 2001).

O LPG pode se ligar com moléculas dos insetos vetores, 0 que sugere que esses
glicoconjugados sdo necessarios para a manutencdo do ciclo da leishméania na natureza.
Estas moléculas também sdo importantes na prote¢do do parasito no momento em que
entram nos hospedeiros vertebrados, onde sdo expostos a lise pelas proteinas do
complemento. Além disso, ao entrarem no fagolisossomo, as leishmanias utilizam
também os LPG para as protegerem da acdo de enzimas hidroliticas e outros
mecanismos microbicidas como as ROS e RNIs. Essa protecdo pode ser devido a
dificuldade dessas enzimas em penetrarem a camada de PPG na superficie dos parasitos
(Turco & Descoteaux 1992;Handman 1999;Sacks et al. 2000).



Chang e Chang (1986) identificaram uma glicoproteina de 63kDa, também
conhecida como gp63, leishmanolisina ou PSP. A expressdo reduzida desta proteina foi
capaz de inibir a ligagdo de promastigotas de L. (L.) amazonensis aos macrofagos,
mostrando assim seu papel na infec¢do de células hospedeiras. Esta glicoproteina, que
estd ligada a um glicolipideo chamado glicosilfosfatidilinositol, encontra-se
abundantemente expressa na superficie de promastigotas de todas as espécies de
Leishmania (Chang et al. 1986; Thiakaki et al. 2006).

Além da gp63 e dos PPG, existem vérias outras proteinas relacionadas como
fatores de viruléncia neste parasito. Em um estudo realizado por Abu-Dayyeh et al.
(2010), foi demonstrado que tanto as formas promastigotas quanto as amastigotas de L.
(L.) mexicana bloqueiam a producdo de oxido nitrico interferindo nas vias sinalizacdo
mediada pelo IFN-y, através de uma proteinase cinase, a LmCPb, mostrando que esta
proteina pode desempenhar um papel critico na sobrevivéncia destes parasitos.

A proteina METAL é expressa principalmente em formas promastigotas dos
parasitos e € regulada positivamente durante a metaciclogénese. O gene foi inicialmente
identificado em L. (L.) major, mas posteriormente mostrou ser altamente conservado em
todas as espécies de Leishmania testadas, incluindo L. (V.) braziliensis (Berberich et al.
1998;Gamboa et al. 2007). A super expressdo deste gene em L. (L.) amazonensis
promoveu uma doenca mais grave quando os parasitos foram inoculados em
camundongos (Uliana et al. 1999), demonstrando sua relagdo com a viruléncia do
parasito. Além do gene METAL, parasitos do género Leishmania também expressam
outro gene denominado METAZ2, cuja proteina sintetizada possui trés repeti¢cbes do
dominio META (Ramos et al. 2004). Essa proteina mostrou-se envolvida em uma
resposta de estresse em L. (L.) amazonensis, onde foi capaz de conferir resisténcia ao
choque térmico e estresse oxidativo (Ramos et al. 2011).

O gene LRR17 (Leucine-rich repeats do cromossomo 17) também apresenta
expressdo regulada durante o ciclo de vida de L. (L.) amazonensis. Este gene foi
identificado nas vizinhancas dos genes META-1 e META-2 no cromossomo 17 desses
parasitos. Diferentemente das proteinas META, a proteina LRR17 apresenta-se em
maior abundancia em L. (L.) amazonensis nas formas amastigotas do parasito, porém
em L. (V.) braziliensis e L. (L.) major, ele foi mais expresso nas formas promastigotas
(Franco 2008). Foi mostrado também por Franco et al. 2008 que a proteina LRR17 de L.
(L.) major expressa em L. (L.) amazonensis aumentou a viruléncia do parasito in vitro.

A sequéncia de aminoacidos da proteina apresenta similaridade com a proteina NOD3
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humana e contém, em sua regido carboxi-terminal, seis repeticdes ricas em leucina
(LRR) (Franco 2008).

A proteina NOD3 humana faz parte de uma familia de proteinas NLRs ( do
inglés, nucleotide-binding domain leucine-rich repeat), sendo também nomeadas de
CATERPILLER (CARD [do inglés, caspase recruitment domain, transcription
enhancer purine binding, lots of leucine repeats]) (Harton et al. 2002;Ting et al. 2006),
NOD (do inglés, nucleotide-binding and oligomerization domain leucine-rich repeat)
(Inohara & Nunez 2003) ou NOD-like receptors (Meylan et al. 2006).

As NLRs mais bem caracterizadas sao NOD1 e NOD2, que sdo codificadas pelo
gene 4 de CARD4 e CARDI15, respectivamente. Estas proteinas sdo receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) da imunidade inata e funcionam como sensores
intracelulares da infeccdo bacteriana (Inohara et al. 2002;Strober et al. 2006). Essas
proteinas caracterizam-se por possuir trés dominios: a regido carboxi-terminal contém
motivos repetitivos, em sua maioria LRR; na regido central s&o encontrados motivos de
ligacdo e clivagem de ATP ou GTP (nucleotide binding oligomerization domain —
denominado NOD, NBS ou NACHT) e a regido amino-terminal é constituida por um
dominio efetor, de interacdo proteina-proteina (Chamaillard et al. 2003).

Além de genes que foram associados com viruléncia, existem outros, que por
sua vez estdo ligados com a imunogenicidade. A TSA (thiol-specific antioxidant
protein) é uma proteina abundantemente expressa nas superficies celulares de
promastigotas e amastigotas, sendo encontradas mdaltiplas cépias do gene em todas as
espécies de leishmanias analisadas (Salay et al. 2007;Tabatabaie et al. 2007). A
proteina TSA recombinante juntamente com STI1 de L. (L.) major (do inglés, stress
inducible protein 1) foram utilizadas em vacinas de subunidades, as quais induziram
protecdo tanto em camundongos quanto em modelos primatas (macaco-rhesus) com
leishmaniose cutanea (Campos-Neto et al. 2001;Salay et al. 2007). A proteina STI1 foi
caracterizada primeiramente em S. cerevisiae e mostrou-se ser altamente conservada em
plantas a humanos, sendo classificadas como proteinas de choque térmico pelo fato de
serem reguladas positivamente pelo choque térmico e outros estresses (Nicolet & Craig
1989). Além da vacinacdo genética, outros estudos com esses dois antigenos (TSA e
STI1) estdo sendo utilizados em estratégias de imunizagdo com poliproteinas em
formulacdo separadas ou conjuntas, ficando visivel em todos os casos, a protecao em
modelos de animais desafiados com L. (L.) major (Mendez et al. 2001;Coler et al.
2002;Skeiky et al. 2002;Chakravarty et al. 2011).
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1.4 Mecanismos microbicidas dos macréfagos

Os macrdfagos possuem diversos mecanismos que atuam como potentes agentes
microbicidas contra a infeccdo por diversos patdgenos. Um desses mecanismos € a
explosdo respiratoria, que pode ser definida como um aumento dos niveis de
metabdlitos de oxigénio no interior dos macrofagos. Essa explosdo respiratdria gera
espécies reativas de oxigénio (ROS), tais como o anion superoxido (O;) e peroxido de
hidrogénio (H,0,). A inibicdo da explosdo respiratoria pode contribuir para a
permanéncia e sobrevivéncia de patdgenos no fagolisossoma de macrofagos
(Buchmuller-Rouiller & Mauel 1987;Forman & Torres 2002). Este mecanismo
microbicida pode ser encontrado principalmente em neutrofilos e macréfagos, o qual é
dependente de um complexo multienzimatico chamado nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) oxidase. Durante a fagocitose, as proteinas
citosélicas, que compdem esse complexo, sdo translocadas para a membrana plasmatica
ou do endossoma a fim de formarem um complexo NADPH oxidase ativo. (Forman &
Torres 2002;Blos et al. 2003). O NADPH ativo reduz o oxigénio extracelular em O,
que por sua vez reage sob acdo de uma enzima chamada superdxido dismutase para
formar H,O, e em O,. Alternativamente, os radicais altamente reativos do oxigénio
podem reagir com outras moléculas extracelulares. Em macrofagos, além de atuar como
um mecanismo de defesa no fagolisossoma, o H,O, pode atuar também como
mensageiro, interferindo nas vias de sinalizagdo intracelular (lles & Forman 2002).

Além das ROS, outro mecanismo microbicida utilizado por macréfagos é a
producdo de espécies reativas de nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), que é um
radical livre sintetizado a partir de um substrato, a L-arginina que € convertida em
citrulina por uma familia de enzimas chamadas 6xido nitrico sintases (NOS). Existem
trés isoformas de NOS, duas delas sdo expressas constitutivamente, a NOS neuronal
(nNOS) e endotelial (eNOS) que estdo presentes no citosol e sdo dependentes da via de
calcio (Ca*)/calmodulina. A terceira isoforma é induzida (iINOS) atuando de uma
maneira independente de Ca®* (Moncada et al. 1991;Estevez & Jordan 2002). O NO
derivado do nNOS e eNOS foi identificado como sendo uma importante molécula de
sinalizacdo, estando envolvido diversas func@es fisioldgicas, como por exemplo nas
funcBes de neurotramsmissor, neurotoxicidade, regulacdo do tonus vascular e inibicdo

da agregacao plaquetaria (Copp et al. 2011;Rafikov et al. 2011).
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A INOS esta presente em varios tipos celulares como macrdéfagos, neutrofilos e
fibroblastos, sendo induzida em resposta a diversos estimulos antigénicos, como
lipopolissacarideos (LPS) e também por citocinas (IFN-y e TNF-a). O NO derivado
dessa enzima funciona como uma importante molécula microbicida em diversas
infeccdes por patdgenos, incluindo leishmanias (Liew et al. 1990;Liew et al. 1997).

O NO, sendo um radical livre, pode se combinar com O, e gerar um produto
ainda mais toxico, o peroxinitrito (ONOQ"), que por sua vez, quando presente pode
causar danos teciduais durante a inflamacdo (Beckman 1991;Moncada et al. 1991). Foi
demonstrado in vitro que o peroxinitrito e outros radicais sdo potentes agentes
leishmanicidas na infeccdo com L. (L.) amazonensis e que ambos NO e ONOO" sdo
formandos durante a infeccdo utilizando camundongos BALB/c (Augusto et al.
1996;Linares et al. 2001). Porém, é sugerido que a presenca de peroxiredoxinas nas
leishmanias possa protegé-las contra a toxicidade de ONOO™ (Barr & Gedamu 2003).

Na leishmaniose experimental ou humana desencadeada pela L. (L.) major
observa-se que os linfocitos T CD4" e T CD8" produzem IFN-y e ativam os macréfagos
para a producdo de iNOS e fagocito oxidase (Sacks & Noben-Trauth 2002;Blos et al.
2003).

Em um estudo de Khouri et al. 2010 foi mostrado que quando utilizado um
inibidor da superdxido dismutase, houve um aumento da morte de diferentes cepas de
leishmanias por macrofagos humanos, in vitro, e em modelos murinos, in vivo. Por
outro lado, em outro estudo realizado in vitro e in vivo foi demonstrado que o NADPH
oxidase ndo foi necessario para controlar a infecgdo por L. (V.) amazonensis (Mukbel et
al. 2007). Outros estudos mostram a resisténcia em diversas espécies de Leishmania ao
NO, sendo essa resisténcia mediada por derivados de &cido sidlico, uma vez que
elevados niveis desses derivados correlacionava com o aumento da resisténcia ao NO e
permitia a sobrevivéncia dos parasitos (Ghoshal et al. 2010). Em outro trabalho, foi
demonstrado in vitro que L. (L.) amazonensis induziu a inibicdo da sintese de 6xido
nitrico em macrofagos da linhagem J774-G8, sendo esse efeito de inibicdo revertido
quando a cultura de células foram estimuladas com LPS e rIFN-y (Balestieri et al.
2002). Giudice et al. 2007 encontrou diferengas entre os isolados de L. (V.) braziliensis
e L. (L.) amazonensis em relacdo a suscetibilidade ao NO, mostrando que a maior
resisténcia encontrada em alguns isolados correlacionava com a maior quantidade de
lesdes ulceradas nos pacientes, sugerindo entdo que a resisténcia ao NO poderia levar ao

surgimento de formas clinicas mais agressivas.
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Apesar dos potentes mecanismos microbicidas dos macréfagos, as leishmanias
sdo capazes de infectar e se multiplicarem dentro dessas células. Isso se deve ao fato das
varias estratégias desenvolvidas por estes parasitos para conseguirem escapar dos
mecanismos de defesa e sobreviverem dentro dos macrdfagos para o desenvolvimento
da doenga (Balestieri et al. 2002;Genestra et al. 2006).
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2. JUSTIFICATIVA

A leishmaniose ¢ uma doenca que pode ser causada por diferentes espécies de
parasitos do género Leishmania. Esta distribuida em todo o mundo e no Brasil esta
distribuida em todas as regides, observando-se uma grande incidéncia principalmente
nas regides Norte, Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste do pais (Brasil 2007).

Muito do que se sabe acerca da leishmaniose se deve a estudos realizados em
modelos experimentais de infecces murinas por L. (L.) major, onde foi possivel
constatar o paradigma de resisténcia versus suscetibilidade a doenca. Porém, viu-se que
esse paradigma ndo se aplicava a outras espécies de leishmanias, inclusive em L. (V.)
braziliensis (McMahon-Pratt & Alexander 2004;Tripathi et al. 2007).

Existem ainda muitas dividas em relacdo a infec¢do por L. (V.) braziliensis. A
doenca que é causada por essa espécie tem como resultado Ulceras que se desenvolvem
na regido da pele e que geralmente se curam espontaneamente. Porém, ap0s aparente
cura de uma lesdo primaria, dentro de alguns meses ou anos aproximadamente 10% dos
individuos infectados desenvolvem uma lesdo metastatica na mucosa que se estende por
todo o tecido mole (Carvalho et al. 1994;Carvalho et al. 2007).

Os parametros que preveem se individuos infectados com a L. (V.) braziliensis
irdo desenvolver a LM ainda sdo muito poucos. Porém, alguns estudos apontam que
polimorfismos nos genes de individuos possam estar envolvidos na susceptibilidade
para LM. Outros estudos, por sua vez, mostraram que fatores presentes no proprio
parasito possam ser responsaveis pelo surgimento dessas lesbes mais graves. Nestes
estudos foi demonstrado que parasitos obtidos de lesGes mucosas possuem uma maior
atividade da enzima arginase, ecto-nucleotidase, aléem de serem mais resistentes ao NO
do que os de lesdo cutanea. Outros estudos apontam que a presenca de um virus (LRV1)
que pode ser albergado pela leishméania possa estar envolvido no resultado clinico da
doenga (Jones et al. 1987;Marsden 1994;Giudice et al. 2007;Ramasawmy et al.
2010;Vendrame et al. 2010;Daneshbod et al. 2011; Leite et al. 2012).

Sabendo da importancia do parasito na geracdo de lesdes das mucosas, este
trabalho visou analisar a expressao de proteinas em L. (V.) braziliensis, as quais foram
mostradas estarem relacionadas com a viruléncia ou com a imunogenicidade do
parasito.

Proteinas associadas & viruléncia poderiam atuar na protecdo das leishmanias,

fazendo com que estas Ultimas se adaptem melhor ao ambiente intracelular do
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hospedeiro protegendo-as contra 0s mecanismos microbicidas de macrofagos. Por outro
lado, proteinas associadas a imunogenicidade do parasito poderiam estar induzindo uma
resposta imune mais intensa, com um maior controle dos parasitos, porém, com maior
leséo tecidual.

Para avaliar a variabilidade da expressdo destas proteinas foram utilizados
isolados de obtidos de lesédo cutdnea ou de lesdo mucosa causada pela L. (V.)
braziliensis. A expressdo proteica foi avaliada nas diferentes fases dos parasitos
(promastigotas logaritmicas, estacionarias e amastigostas), visto que possivelmente
durante a fase infectante, a leishménia poderia estar expressando maiores quantidades
de proteinas as quais gerariam protecdo apds entrada no macrofago do hospedeiro.

A maior expressdo de proteinas associadas a viruléncia em isolados de lesdo
mucosa poderia explicar, em parte, as diferentes formas clinicas, sendo possivel, em um
futuro proximo, funcionar como um marcador prognéstico da LM em individuos

infectados com L. (V.) braziliensis.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral

Avaliar a expressdo das proteinas META2, LRR17, STI1 e TSA em formas
promastigotas e amastigotas de L. (V.) braziliensis oriundas de pacientes com lesdo

cutanea ou mucosa.

3.2  Objetivos Especificos

e Comparar o crescimento in vitro de isolados oriundos de pacientes com lesao

cutanea e mucosa durante dez dias;

e Comparar 0 crescimento in vitro de isolados oriundos de pacientes com leséo

cutanea e mucosa durante dez dias;

e Comparar a expressao protéica de META2, LRR17, STI1 e TSA em isolados
oriundos de pacientes com lesdo cutanea ou mucosa nas formas promastigotas em fase

estacionaria e amastigotas através do ensaio de immunoblotting;

e Implantar e comparar a técnica de citometria de fluxo com o immunoblotting
para analise da expressdo das proteinas META2, LRR17, STI1 e TSA em isolados

oriundos de pacientes com lesdo cutanea ou mucosa;

e Avaliar a expressdo das proteinas que foram diferentes por immunoblotting na
citometria de fluxo, nos isolados oriundos de pacientes com lesdo cutanea ou mucosa

nas formas promastigotas em fase estacionaria, fase logaritmica e amastigota.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Obtencéo dos anticorpos anti-METAZ2 e anti-LRR17

Os anticorpos anti-METAZ2 e anti-LRR17 foram cedidos gentilmente pela Prof.
Dr?. Silvia Reni Bortolin Uliana (USP/ICB - Sio Paulo, SP).

4.2  Expressao e purificacdo das proteinas STI1 e TSA em Escherichia coli

Foram utilizados os plasmidios pHis recombinantes em bactéria E. coli BL-21
transformadas (Skeiky et al. 2002). Uma colénia contendo cada um dos plasmidios foi
incubada em meio SOB (do inglés Super Optimal Broth) contendo 100 ug/mL de
ampicilina a 37°C com agitagdo de 200 rpm. Quando o crescimento bacteriano atingiu
DOgyo entre 0,6-0,8, foram acrescidos 100 ug/mL de ampicilina e 0,1 mM de IPTG
(isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosideo) (GIBCO/BRL). Em seguida, a incubagao foi
realizada a 30°C com agitagdo de 150 rpm durante a noite. Os precipitados bacterianos
foram ressuspensos em solugéo de uréia 8 M e guanidina 6 M em salina tamponada com
fosfato [PBS, do inglés phosphate buffer saline (6 mM NaH2PO4; 7,4 mM Na2HPO4;
140 mM NaCl pH 7,2)]. Apo6s solubilizacdo das proteinas, este material foi analisado
por SDS-PAGE (Laemmli 1970) a fim de verificar a expressdo proteica pela bactéria.
Em seguida, as proteinas foram purificadas em gel de SDS-PAGE 12% e, depois de
realizada a eletroforese, foi adicionado ao gel solucédo de KCI (5,6g de KCI em 300 mL
de H,0) gelado para precipitar as proteinas. Tiras dos géis contendo a proteina foram
centrifugadas a 3500 rpm por 20 minutos e o sobrenadante colocado em saco de dialise
(Spectra/Por® Biotech). Em seguida, foi realizada a dialise em PBS a 4°C por 24 h. A
proteina purificada foi avaliada por SDS-PAGE quanto a sua pureza. Foi realizada a
dosagem das proteinas (Bradford protein assay kit) e logo ap0s, as proteinas foram
estocadas em microtubos contendo 10 pL/mL de coquetel inibidor de protease [200 mM
PMSF; 2,0 M benzamidina; 10 mM leupeptina; 5,0 mM fenantrolina; 50 mg/mL
inibidor de tripsina (SIGMA)] a -20°C.
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4.3  Camundongos

Foram utilizados camundongos C57BL/6 (B6.129S7-ifng™ ™) desprovidos do
gene para INFy (IFNyKO) cujas matrizes foram cedidas pela Dr? Leda Quércia Vieira
(Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia, UFMG - Belo Horizonte, MG) para a
obtencgéo das formas amastigotas dos parasitos. Camundongos BALB/c foram utilizados
para a obtencdo dos soros hiperimunes. Os animais foram utilizados quando atingiram
6-12 semanas de idade. Foram utilizados neste projeto machos ou fémeas
indistintamente, os quais foram mantidos em gaiolas separadas. As matrizes foram
mantidas no Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Saude Puablica da
Universidade Federal de Goids (IPTSP/UFG). Nos experimentos os camundongos
foram mantidos em estantes ventiladas (UNO BV, Holanda) com alimentacdo e agua a
vontade, e utilizados nas infeccGes como descrito posteriormente. Este projeto foi
aprovado pelo Comité de FEtica em pesquisa humana e animal do Hospital das
Clinicas/UFG (Anexo 1).

4.4  Obtencédo dos soros hiper-imunes

Camundongos BALB/c foram injetados no dorso com 10ug de cada uma das
proteinas recombinantes emulsificadas em adjuvante incompleto de Freund (AIF) [50 pl
de proteina diluida em PBS + 50uL de AIF (SIGMA)], com intervalos de 30, 60 e 90
dias. Animais controles foram inoculados apenas com AlF. Trinta dias apds o Ultimo
indculo foi realizada a coleta de sangue dos animais por puncao cardiaca. O sangue foi
centrifugado para separacdo do soro, sendo este Ultimo aliquotado e em seguida

armazenado a -20°C.

45  Obtencéo de formas promastigotas de L. (V.) braziliensis

Parasitos isolados de biopsias de pacientes com lesdo cutanea (isolcut; JCJ8c,
RPL5c e SMB7c) ou lesdo mucosa (isolmuc; ASL9m, JBC8m e PPS6m) foram
sorteados aleatoriamente do Banco imunobioldgico de leishmanioses da regido Centro-
Oeste (Leishbank). Somente participaram deste trabalho parasitos que foram
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previamente confirmados como pertencentes ao subgénero Viannia pela técnica da
reacdo de polimerase em cadeia (PCR) com iniciadores especificos para 6GPD (Passos
et al. 1996;Volpini et al. 2004). Estes parasitos foram cultivados em meio de Grace
(Grace’s Insect Medium, Sigma Chemical Co., NY, EUA) suplementado com 20% de
SBF (Soro Bovino Fetal, Cripion, Sdo Paulo) inativado (56 °C por 1 h), 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pug/mL de estreptomicina (SIGMA) em placas
de 24 pocos (TPP, Suica) a 26 °C em estufa B.O.D. [do inglés Biochemical Oxygen
Demand (Eletro Lab, Sdo Paulo,SP)]. A cinética de crescimento dos isolados foi
realizada através de contagem diaria, durante dez dias, em hemocitdmetro, com a
diluicdo de uma aliquota da suspensdo em paraformaldeido (PFA) (MERK) 0,2% em
PBS. Alternativamente a contagem foi realizada em citdmetro de fluxo (Accuri's C6
Flow Cytometer® System). As passagens dos parasitos para novo meio de cultura foi
realizada a cada dois ou trés dias, sendo utilizados nos experimentos os parasitos entre
terceira e quinta passagem. A cultura foi sempre iniciada com 1 x 10°
promastigotas/mL, sendo utilizados no estudo promastigotas em fase estacionéria (oito
dias de cultura), promastigotas em fase logaritmica (trés dias de cultura) e amastigotas,
obtidas como descrito posteriormente. As promastigotas nas diferentes fases obtidas
foram lavadas trés vezes em PBS para analise em citometria de fluxo ou estocadas a -
70°C na presenca de inibidor de protease para posterior lise e obtencdo de extrato total

proteico para analise em western-blotting.

4.6  Obtencdo de formas amastigotas de L. (V.) braziliensis

Formas amastigotas foram mantidos em camundongos IFNyKO como descrito
anteriormente (Oliveira et al. 2010). Amastigotas recém descongeladas foram lavadas
duas vezes com PBS, e 1 x 10° formas amastigotas foram inoculadas no coxim plantar
dos animais. Apds a lesdo atingir 3 milimetros, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e as formas amastigotas foram purificadas das patas por gradiente de
densidade utilizando o Percoll™ (GE Healthcare — Sweden) a 40% e 90% (Ahmed et al.
2003;Lang et al. 2005).

20



4.7  Obtencao de extrato protéico total de Leishmania

Para a obtencdo de extrato protéico total, as promastigotas ou amastigotas foram
primeiramente lavadas com PBS e posteriormente contados em hemocitémetro. Em
seguida, foram lisados com tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl;
2% SDS) acrescido de inibidores de protease no volume em plL determinado pela
equacdo [(nimero de células/2 x 107) x 5]. O sedimento foi ressuspenso, fervido por 10
minutos e em seguida diluido em tampéo de amostra (62,5 mM Tris pH 6,8; 2,5% SDS;
10% glicerol; 2,5% B-mercaptoetanol; 1% EDTA,; 0,015% azul de bromofenol). Foram
aplicados no gel 10 uL de cada amostra contendo 500ng de proteinas(BCA™ protein
Assay kit) por canaleta nos géis de poliacrilamida-SDS.

4.8 Eletroforese em SDS-PAGE

As amostras foram separadas em géis de poliacrilamida-SDS de 12% ou 15%
(para proteinas de alto e baixo peso molecular, respectivamente) em cuba Mini-Protean
(BioRad). As corridas foram realizadas a 100 V em tampéo Tris-glicina pH 8,3 (25 mM
Tris pH 8,3; 250 mM glicina; 0,1% SDS).

Como marcadores de peso molecular foram utilizados High Range e Low Range
Markers (Gibco-BRL).

4.9  Western blot e Immunblotting utilizando quimioluminescéncia (ECL-HRP)

O Western blot foi realizado de acordo com Towbin et al. 1979 e Burnette 1981,
com algumas modificacdes. As amostras de extrato protéico total dos parasitos foram
fracionadas em poliacrilamida-SDS e transferidas para membranas de nitrocelulose
(Hybond-ECL, Amersham-Pharmacia) através de transferéncia eletroforética semi-seca,
em tampdo de transferéncia (48 mM Tris-Base, 39 mM glicina; 0,0037% SDS, 20%
metanol) no aparelho “Trans-Blot® SD-Semidry Transfer Cell” (BioRad) a 10 V, por
40 minutos. Apoés a transferéncia, as membranas foram blogueadas com TBST-leite
desnatado 5% (Tris 10mM pH8; NCI 150mM; Tween 20, 0,1%; leite desnatado 5%) por
1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. As membranas, contendo as proteinas
foram entéo incubadas com soro imune (anti-LRR17, anti-METAZ2, anti-STI1, anti-TSA e

anti-GAPDH) diluidos em 1:3000, 1:500, 1:400, 1:400 e 1:3000 respectivamente. As
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membranas contendo as proteinas de amastigotas foram incubadas com soro imune
(anti-LRR17, anti-LbSTI, anti-TSA e anti-GAPDH ) diluidos em 1:3000, 1:500, 1:600 e
1:3000 respectivamente, em TBST com leite desnatado 1% por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacdo leve. A membrana foi lavada 3x com TBST por 10 minutos e
incubada com soro anti-imunoglobulinas totais de camundongo ou coelho conjugado a
“horseradish peroxidase” diluido 1:3000 em TBST por 1h a temperatura ambiente sob
agitacdo leve. A membrana foi lavada 3x com TBST por 10 minutos e uma Ultima vez
com PBS 1%. A revelacgao foi feita com o kit “SuperSignal West Pico Trial” (PIERCE)

e a exposicao através de filmes de Raio X em diferentes tempos.

4.10 Avaliacdo da expressdo de proteinas por citometria de fluxo

Os parasitos obtidos como descrito anteriormente foram lavados em PBS e
1x10’/parasitos ressuspensos em 250pL de tampdo de FACS [do inglés Fluorescence
Activated Cell Sorting (PBS contendo 3% de SBF e 0,05% azida sddica)]. Foram
adicionados 250uL de paraformaldeido 4% aos lisados e mantidos a temperatura
ambiente durante 15 minutos. Os parasitos foram lavados 2x com tampéo de FACS, e
ressuspensos em 500l com este tampéo. Foram adicionados 5ul de Saponina 15% e
mantido a 4°C durante 15 minutos. Os parasitos foram lavados 2x com tampao de
FACS, ressuspensos em 500ul e 50ul foram transferidos para cada tubo. Foram
adicionados 2ul de anti-TSA biotinilado e mantido por 20 minutos a temperatura
ambiente. Os parasitos foram entdo lavados 2x com tampdo de FACS, ressuspensos em
50ul de tampdo de FACS, e adicionado 3ul de estreptavidina conjugada a FITC
(SEROTEC) previamente diluida 10X em tampdo de FACS, que foi mantida por 20
minutos a temperatura ambiente. Esses parasitos foram novamente lavados 2x com
tampdo de FACS, ressuspensos para 200ul e levado ao citdmetro de fluxo para a

aquisicdo das amostras.

411 Andlises estatisticas

Os resultados foram comparados quanto a significancia dos mesmos através do
teste t de Student’s ndo pareado ou ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni (Anélise
de variéncia) através do programa Graph-Pad Prism Sophtware 5.0 (Inc. San Diego,

CA, USA). A quantificacdo da area das bandas protéicas dos isolados foi realizada
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através do programa ImageJ 1.43 (Wayne Rasband National Institutes of Health, USA).
Os resultados estdo expressos pela média + desvio padrdo (SD) como descrito em cada
figura. O nivel de significancia foi estabelecido com o valor de p < 0,05 ou p< 0,01.

Os dados da citometria de fluxo foram adquiridos em software CFLOW

(Accuri's®) e analisados no software FCS Express 4.0 (DE novo Software).
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S. RESULTADOS

5.1  Caracterizacdo dos pacientes

Neste estudo foram utilizados trés isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e trés
isolmuc (ASL9m, JBC8m e PPS6m).

Os pacientes foram caracterizados de acordo com o estado proveniente do
paciente, a forma clinica, o nimero de lesdes, o tipo de lesdo, o tratamento e o resultado
clinico. Essas informacg@es estdo descritas na tabela 1.

Os pacientes do estudo pertenciam aos estados de Goias (n=02), do Para (n=02),
da Bahia (n=01) e do Tocantins (n = 01).

Apenas um paciente com a forma cuténea apresentou duas lesdes com Ulceras
crostosas (RPL), dois outros pacientes, também com a forma cutanea, apresentaram
apenas uma lesdo cutanea ulcerada (JCJ, SMB). O paciente SMB também apresentou
uma lesdo mucosa ulcerada eritemato-edematosa, porém o parasito utilizado no estudo
foi isolado da lesdo cutinea. Dois pacientes com a forma mucosa apresentaram Ulcera
nasal (PPS e JBC), sendo que o ultimo apresentou também uma lesdo no palato. O outro
paciente com a forma mucosa apresentou lesdo ulcerada eritemato-edematosa,
infiltracédo e perfuracdo nasal (ASL).

Em relacdo ao tratamento, apenas um paciente ndo retornou ap6s o diagndstico,
portanto ndo recebeu o tratamento no Hospital de Doengas Tropicais (HDT) (PPS). Os
outros cinco pacientes (JBC, JCJ, ASL, RPL e SMB) foram tratados com Glucantime®,
sendo que quatro deles evoluiram para a cura clinica. O paciente JBC foi atendido apds
recidiva das lesGes e tratado com Pentoxifilina e Glucantime®, apresentando cura apds

trés meses de tratamento (Figura 2).
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Tabela 1 - Caracterizacdo dos isolados no estudo

Isolado Espécie Estado  Forma Ndmero de Tipo de Tratamento Resultado
clinica  lesbes lesédo clinico
RPL5c L.(V.)b PA LC 2 Ulcero- Glucantime  Cura clinica
crostosa
PPS6mM L.(V.)b BA LM - Ulcera nasal ST NR
JBC8m L.(V.)b GO LM - Ulceranasal ~ Glucantime Retornos
elesiono  Pentoxifilina  das lesdes e
palato cura clinica
ASL9m L.(V.)b GO LM - Ulcerada, Glucantime  Cura clinica
eritemato-
edematosa,
infiltracéo
perfuracédo
nasal
JCJ8c L.(V.)b PA LC 1 Ulcerada Glucantime  Cura clinica
SMBT7c L.(V.)b TO LC 1(cut)e Ulcerada Glucantime  Cura clinica
lesdo na (cut)
mucosa Mucosa
nasal ulcerada
eritemato-
edematosa

L(V)b= Leishmania (Viannia) braziliensis; LC= Leishmaniose Cutanea; LM= Leishmaniose
Mucosa; ST= Sem Tratamento; NR= N&o Retornou
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5.2  Curvas de crescimento in vitro dos parasitos de L.(V.) braziliensis

A fim de avaliar se os diferentes isolados de L. (V.) braziliensis utilizados no
estudo possuem um mesmo padrdo de crescimento em cultura, foi avaliada a cinética de
crescimento in vitro de parasitos recém isolados da pata de camundongos IFNyKO. A
cultura foi iniciada com 1x10° parasitos/mL e a cinética do crescimento foi obtida
através da contagem diaria em citbmetro de fluxo durante dez dias.

A comparacdo entre os isolados mostrou que todos os isolados, no sexto dia de
cultura, se encontravam em fase estacionaria de crescimento. No décimo de cultura
observa-se que os isolados mantiveram um padrdo de crescimento lento, caracteristico
da fase estacionéaria. O isolado ASL9m e o JBC8m foram os Unicos que obtiveram

um decréscimo do numero de parasitos a partir do oitavo dia de cultura. Nao foi
observado diferencas quanto a uma melhor adaptacdo em cultura entre os isolcut e
isolmuc, visto que independente da lesdo a qual foi obtido os isolados, estes

demonstraram padrdo similar de crescimento (Figura 2).
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Figura 2 - Curva de crescimento in vitro de L. (V.) braziliensis. Formas
promastigotas de 3 isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e de 3 isolmuc (ASL9m, JBC8m e
PPS6m) foram cultivadas em meio de Grace na concentragdo inicial de 1x10°
parasitos/mL a 26°C. Os parasitos foram quantificados em citdmetro de fluxo durante
10 dias. Os resultados representam a média do numero de parasitos por mL + SD de trés

experimentos independentes.

27



5.3  Deteccdo da proteina META2 em extratos protéicos totais de promastigotas
em fase estacionaria de L (V.) braziliensis oriundas de pacientes com lesdo cutanea

OuU mucosa

Para avaliar a expressdo de diferentes proteinas nas diferentes formas dos
isolados estudados, os parasitos foram obtidos como descrito em materiais e métodos e
lisados para que a expressdo das diferentes proteinas fosse quantificada através do
immunoblotting.

Na figura 3A e 3B esta representado o blot de um experimento representativo e a
média da expressdo da proteina METAZ2, respectivamente, obtida em trés
immunoblottings de isolcut e isolmuc. Foi observado que ndo houve diferencga
estatisticamente significativa entre a expressdao da proteina entre 0s dois grupos
analisados, porém alguns dos isolados expressaram uma maior quantidade de META2
que os demais.

Os isolados SMB7c e JBC8m foram 0s que expressaram a maior quantidade da
proteina apresentando &rea=1,5 (a°) e os isolados JCI8c e ASL9m os que expressaram a
menor quantidade (Area=0,8 e Area =1,0, respectivamente), mostrando assim, uma
distribuicdo homogénea desta proteina entre 0s grupos.

Apesar de néo ter sido observada diferenca significativa entre os dois grupos,
guando os isolados foram comparados independente do grupo a que pertenciam (Fig.
3C) observou-se que a expressdo de METAZ2 no isolcut SMB7c foi significantemente
maior que nos isolados JCJ8c (p<0,01) e RPL5c (p<0,05). Entre os isolmuc, a expressdo
da proteina no isolado PPS6m foi maior que no isolado JCJ8c (p<0,05). A expressdo da
proteina foi maior também no isolado JBC8m comparado com os isolados JCJ8c
(p<0,01), RPL5c (p<0,05) e ASL9m (p<0,05).
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Figura 3 - Expressdo da proteina META2 em extratos proteicos totais de
promastigotas de L. (V.) braziliensis. Proteinas totais obtidas do lisado de
promastigotas em fase estacionaria de isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc
(ASL9m, JBC8m e PPS6m) foram fracionadas em géis de poliacrilamida-SDS,
transferidas para membranas de nitrocelulose e tratadas com antisoro a-META2. Os
immunoblottings foram visualizados através de quimioluminescéncia. A, Blot da
expressdo da proteina META2 e da proteina normalizadora GAPDH nos isolcut e
isolmuc representados atraves de bandas de 48 e 34 kDa, respectivamente. B, Média da
expressdo da proteina META2 entre os grupos e + SD de trés experimentos
independentes. C, Média da expressdo da proteina METAZ entre os isolados e = SD de
trés experimentos independentes. * p < 0,05 e ** p < 0,01.
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54 Deteccdo da proteina LRR17 em extratos protéicos totais de promastigotas
em fase estacionaria e amastigotas de L (V.) braziliensis oriundas de pacientes com

lesdo cutanea ou mucosa

A expressdo da proteina LRR17 em promastigotas em fase estacionarias (Fig.
4A e 4B) ou amastigotas (Fig. 4C e 4D) néo foi significantemente diferente entre os
dois grupos analisados, porém nas promastigotas em fase estacionaria (Fig. 4B)
observou-se uma menor expressdo de LRR17 no isolado PPS6m (Area =0,8) em relacéo
aos demais. Entre as amastigotas (Fig. 4C), o isolado SMB7c se destacou entre 0s
outros isolados na expressdo da proteina (Area =0,9).
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Figura 4 - Expressdo da proteina LRR17 em extratos protéicos totais de

promastigotas e amastigotas L. (V.) braziliensis. Proteinas totais obtidas do lisado de
promastigotas em fase estacionaria e de amastigotas obtidas de lesdo de camundongos
IFNyKO de isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc (ASL9m, JBC8m e PPS6m)
foram fracionadas em geis de poliacrilamida-SDS, transferidas para membranas de
nitrocelulose e tratadas com antisoro a-LRR17. Os immunoblottings foram visualizados
através de quimioluminescéncia. A e C, Blot da expressdo da proteina LRR17 e da
proteina normalizadora GAPDH nos isolcut e isolmuc representados através de bandas
de 70 e 34 kDa, respectivamente. B e D, Média da expressdo da proteina LRR17 entre
0s grupos e + SD de trés experimentos independentes. A e B, promastigotas em fase

estacionaria e C e D, amastigotas. * p < 0,05.
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55 Deteccdo da proteina STI1 em extratos protéicos totais de promastigotas
em fase estacionaria e amastigotas de L (V.) braziliensis oriundas de pacientes com

lesdo cutanea ou mucosa

A diferenca na expressdo da proteina STI1 em promastigotas em fase
estacionaria (Fig. 5A e 5B), bem como em amastigotas (Fig. 5C e 5D) ndo foi
significativa. As formas promastigotas dos isolados RPL5c e ASL9m, expressaram a
maior quantidade de proteina (Area =0,8). Entre as amastigotas, pode ser observado que
o isolado JCJ8c foi 0 que expressou mais proteina (Area = 1,6) (Fig. 5B). A expressdo
da proteina nos demais isolados, em ambas as formas do parasito foi semelhante. Foi
realizada também a andlise da expressdo da proteina entre os isolados, porém nao se

observou diferenca significativa entre eles (dados ndo mostrados).
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Figura 5 - Expressdo da proteina STI1 em extratos protéicos totais de
promastigotas e amastigotas L. (V.) braziliensis. Proteinas totais obtidas do lisado de
promastigotas em fase estacionaria e de amastigotas obtidas de lesdo de camundongos
IFNyYKO de isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc (ASL9m, JBC8m e PPS6m)
foram fracionadas em géis de poliacrilamida-SDS, transferidas para membranas de
nitrocelulose ¢ tratadas com antisoro a-STI1. Os immunoblottings foram visualizados
através de quimioluminescéncia. A e C, Expressdo da proteina STI1 e da proteina
normalizadora GAPDH nos isolcut e isolmuc representados através de bandas de 66 e
34 kDa, respectivamente. B e D, Média da expressdo da proteina STI1 entre 0s grupos e
+ SD de trés experimentos independentes. A e B, promastigotas em fase estacionaria e

C e D, amastigotas. *p < 0,05.
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5.6 Deteccdo da proteina TSA em extratos protéicos totais de promastigotas e
amastigotas de L (V.) braziliensis oriundas de pacientes com lesdo cutanea ou

mucosa

Ao contrario do observado para as outras proteinas analisadas, a expressdao de
TSA em formas promastigotas em fase estacionaria foi estatisticamente maior (p = 0,04)
nos isolmuc quando comparado com isolcut (Fig. 6B).

Na Figura 6B nota-se que o JBC8m e o PPS6m foram os isolados que
apresentaram a maior expressdo da proteina (Area=1,42 e Area =1,45, respectivamente).

A Figura 6C demonstra que a expressao da proteina nesses dois isolmuc (JBC8m
e PPS6m) foram estatisticamente maior que no isolado JCJ8c (JBC8m x JCJ8c, p<0,01;
PPS6m x JCJ8c, p<0,05) e que no isolado SMB7c (JBC8m x SMB7c, p<0,01; PPS6m x
SMBT7c, p<0,05).

Né&o foi observada diferenca estatistica na expressdo da proteina em amastigotas

entre os dois grupos (Fig. 7B).
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Figura 6 - Expressdo da proteina TSA em extratos proteicos totais de

I
I

promastigotas de L. (V.) braziliensis. Proteinas totais obtidas do lisado de
promastigotas em fase estacionéria de isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc
(ASL9m, JBC8m e PPS6m) foram fracionadas em géis de poliacrilamida-SDS,
transferidas para membranas de nitrocelulose e tratadas com antisoro a-TSA. Os
immunoblottings foram visualizados através de quimioluminescéncia. A, Expressdo da
proteina TSA e da proteina normalizadora GAPDH nos isolcut e isolmuc representados
através de bandas de 28 e 34 kDa, respectivamente. B, Média da expressdo da proteina
TSA entre 0s grupos e = SD de trés experimentos independentes. C, Média da expressao
da proteina TSA entre os isolados e £ SD de trés experimentos independentes. *p < 0,05
e ** p<0,01.
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Figura 7 - Expressdo da proteina TSA em extratos proteicos totais de amastigotas

de L. (V.) braziliensis. Proteinas totais obtidas do lisado de amastigotas obtidas de lesdo
de camundongos IFNyKO de isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc (ASL9m,
JBC8m e PPS6m) foram fracionadas em géis de poliacrilamida-SDS, transferidas para
membranas de nitrocelulose e tratadas com antisoro a-TSA. Os immunoblottings foram
visualizados através de quimioluminescéncia. A, Expressdao da proteina TSA e da
proteina normalizadora GAPDH nos isolcut e isolmuc representados através de bandas
de 28 e 34 kDa, respectivamente. B, Média da expressdo da proteina TSA entre 0s

grupos e £ SD de trés experimentos independentes. *p < 0,05.
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Para confirmar a diferenca observada entre os grupos de isolcut e isolmuc pela
técnica de immunoblotting, a expressao de TSA foi analisada também por citometria de
fluxo.

Na figura 8A esta representado um histograma representativo de trés analises de
citometria de fluxo. Na figura 8B, 8C e 8D estdo representados a media da porcentagem
de células positivas para TSA, a média aritmética da intensidade de fluorescéncia de
TSA e o produto da média da porcentagem de células positivas para TSA vezes a média
aritmética da intensidade de fluorescéncia, respectivamente.

Na Figura 8B ndo foi observada diferenca significativa na média da
porcentagem de células positivas para TSA entre os grupos de isolcut e isolmuc. Porém,
na Figura 8C, a média aritmética da intensidade de fluorescéncia da proteina nas células
foi significantemente maior nos isolmuc comparado com os isolcut. Essa diferenca foi
observada também quando analisado o produto da média da porcentagem de células
positivas vezes a média aritmética da intensidade de fluorescéncia (Fig.8D). A média
aritmética da intensidade de fluorescéncia da proteina e o produto da média da
porcentagem de células positivas vezes média aritmética da intensidade de fluorescéncia
entre o0s isolados foi maior em PPS6m (2199,5+323,7 e 8963,83+1586,2;
respectivamente).

Nas promastigotas em fase logaritmica ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (dados ndo mostrados). Em promastigotas
em fase estaciondrias, ao contrario do que foi observado em amastigotas, foi visto
diferenca significativa entre os grupos em relacdo a porcentagem de células positivas
para TSA (Fig. 9B). No entanto, quando analisada a intensidade de fluorescéncia da
proteina nas células, ndo foi observada essa diferenca (Fig.9C). Entre os grupos, foi
também significativo o produto da média da porcentagem de células positivas vezes
média aritmética da intensidade de fluorescéncia. O isolado JBC8m foi o que
apresentou a maior porcentagem de células positivas para TSA e 0 maior produto da
média da porcentagem de células positivas vezes média aritmética da intensidade de
fluorescéncia (63,9+11,5 e 147283,8+1585,2) (Fig. 9D).
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Figura 8 - Expressdo de TSA por promastigotas em fase estacionaria de L. (V.)
braziliensis atraves de citometria de fluxo. Isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMBTc) e isolmuc
(ASL9m, JBC8m e PPS6m) foram cultivados em meio Grace’s completo e no oitavo
dia analisado para a expressdo de TSA através da andlise citométrica. Em A, esta
representado o histograma da expressao de TSA. Parasitos foram marcados com isotipo
controle (linha pontilhada) ou anti-TSA (linha continua). A zona sombreada representa
a subtracdo do histograma das células positivas pelo isotipo controle. A % de células
positivas (B), média de fluorescéncia (C) e o produto da % de células positivas X média
de fluorescéncia (D) estdo representadas através da média + DP de trés experimentos. *
indica a diferenca estatistica entre os isolcut e isolmuc (p<0,05, teste t de student’s néo

pareado com correlacdo de Welch’s).
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Figura 9 - Expressdo de TSA por amastigotas de L. (V.) braziliensis através de
citometria de fluxo. Isolcut (JCJ8c, RPL5c e SMB7c) e isolmuc (ASL9m, JBC8m e
PPS6m) foram inoculados em camundongos IFN-y KO para obtengdo de amastigotas as
quais foram analisadas para expressdo de TSA através da analise citometrica. Em A,
estd representado o histograma da expressdo de TSA. Parasitos foram marcados com
isotipo controle (linha pontilhada) ou anti-TSA (linha continua). A zona sombreada
representa a subtracdo do histograma das células positivas pelo isotipo controle. A % de
células positivas (B), média de fluorescéncia (C) e o produto da % de células positivas x

média de fluorescéncia (D) estdo representadas através da média + DP de trés
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experimentos. * indica a diferenca estatistica entre os isolcut e isolmuc (p<0,05, teste t

de student’s ndo pareado com correla¢do de Welch’s).

6. DISCUSSAO

A L (V.) braziliensis é a principal espécie causadora da LT no Brasil e a
responsavel pela forma clinica mais destrutiva da doenga, a LM. Os pardmetros que
permitem prever se lesdes mucosas irdo aparecer em individuos infectados com L. (V.)
braziliensis sdo pouco conhecidos. Porém, existem alguns fatores inerentes ao parasito,
como proteinas associadas a viruléncia, que podem ser uma das causas para a maior
sobrevida das leishmanias promovendo um aumento das chances de gerar metastases
nas mucosas.

Neste estudo foi mostrado que promastigotas de isolmuc em fase estacionaria
expressam mais TSA que os isolcut. Esta maior expressdo de TSA foi observada através
de duas técnicas, immunoblotting e citometria de fluxo. Nas formas amastigotas, por sua
vez, ndo foi observada diferenca estatistica entre os isolcut e isolmuc pela técnica de
immunoblotting, embora a expressao tenha sido aparentemente maior nos isolmuc. Por
outro lado, o nimero de leishmaénias positivas para TSA foi significativamente maior
nos isolmuc. A proteina TSA, além de ser uma das candidatas a vacina de subunidade
contra a leishmaniose por induzir uma resposta protetora em modelos infectados com
Leishmania (Campos-Neto et al. 2001;Campos-Neto et al. 2002;Coler et al. 2002), foi
também mostrada estar relacionada com a viruléncia do parasito (Chae et al. 1994). Esta
é uma proteina antioxidante que foi primeiramente isolada de S. cerevisiae e protegeu
esta levedura contra danos oxidativos mediado pela reducéo do H,O, (Chae et al. 1994).

Na leishmaniose, 0 NO e O, sdo as principais moléculas microbicidas
envolvidas na defesa contra parasitos. Essas moléculas podem dar origem também a
outros metabdlitos, tais como H,O, e 0 ONOO", que sdo ainda mais tdxicos para a
leishménia que esses produtos iniciais (Haidaris & Bonventre 1982;Linares et al.
2001;Van Assche et al. 2011). Os macrofagos, ap6s o reconhecimento de Leishmania se
tornam ativados e capazes de desempenhar o papel de células efetoras os quais
fagocitam e matam esses microorganismos no fagolisossomo atraves dessas moléculas
microbicidas (Van Assche et al. 2011). No entanto, parasitos como as leishmanias
adquiriram varias estratégias as quais permitem que escapem desses mecanismos,

promovendo a infec¢do (Genestra et al. 2006). Uma dessas estratégias € a producédo de
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enzimas antioxidantes, tais como a TSA descrita neste trabalho e a superoxido
dismutase, catalase e outras peroxidases as quais regulam ou eliminam o O, e 0 H,0,
(Alphey et al. 2000).

Entre as proteinas analisadas, a TSA foi a Unica cuja expressdo foi
significantemente diferente entre os grupos isocult e isolmuc e por isso foram utilizadas
as técnicas de immunobloting e citometria para avaliar sua expressdo. A anélise
citométrica constitui do mesmo principio do immunoblotting, que é a detecgdo de
proteinas através de ligacGes antigeno-anticorpo. No entanto, nesta primeira 0s
anticorpos sdao marcados com um fluorocromo e analisados através do citdmetro de
fluxo. No immunoblotting a deteccdo das proteinas € realizada através da degradacéo de
um subtrato quimioluminescente por uma enzima conjugada a um anticorpo. A analise
citométrica foi utilizada a fim de confirmar o resultado obtido anteriormente com o
immunoblotting pelo fato de ser uma técnica mais precisa e mais quantitativa
(Sambrook et al. 1989;Givan 2011). Na anlise por immunoblotting foi possivel avaliar
a expressdo da proteina total pelas leishmanias, sendo que na citometria de fluxo foi
possivel avaliar o numero de leishmanias que expressam a proteina, 0 aumento da
proteina pelas leishmanias ou ambos. No presente estudo foi visto que na citometria de
fluxo que, isolmuc em fase estacionaria tiveram uma maior expressdo de TSA pelas
leishmanias, diferente do observado para as amastigotas dos isolmuc, onde a maior
expressao observada foi na porcentagem de células.

Nos resultados aqui apresentados pudemos notar que isolmuc expressam mais
proteina TSA e essa expressao € maior em promastigotas e amastigotas que constituem
as formas infectantes dos parasitos. Apesar de ndo ser tdo notavel a diferenca na
expressao de TSA nas diferentes fases do parasito, foi possivel confirmar, em duas
técnicas, que TSA € mais expresso nos isolmuc. A maior expressdo da TSA em
promastigotas em fase estacionaria de isolmuc ndo se deve ao fato desses isolados terem
uma melhor ou pior adaptacdo na cultura, visto que através da cinética de crescimento,
foi possivel notar que todos os isolados apresentaram crescimento similar.

A maior expressao de TSA em isolmuc esta de acordo com outros trabalhos que
demonstram que estes isolados possuem mecanismos de escape adicionais aos isolcut.
Foi 0 demonstrado por Leite et al. 2012, que isolados de lesdo mucosa apresentavam
uma maior atividade da enzima ecto-nucleotidase, a qual apresenta potencial anti-
inflamatdrio, do que isolados de lesdo cutanea. Foi demonstrado também neste estudo,

que camundongos infectados com o isolado de lesdo mucosa PPS6m, o qual expressava
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grande quantidade desta enzima, apresentaram uma carga parasitaria maior e mais
persistente comparada com os camundongos infectados com o isolado de lesdo cutanea
SSFc. Além disso, viu-se também que a porcentagem de macrofagos infectados in vitro
com SSFc, 72 horas apo6s ativacdo com IFN-y e LPS foi significantemente reduzida, ndo
sendo observado 0 mesmo para 0 PPS6m (Leite et al. 2012). Em outro trabalho, foi
visto o papel da enzima arginase, onde foi demonstrado que isolados de pacientes com
LM possuiam uma maior atividade desta enzima comparada com isolados de pacientes
com LC e LDis, sugerindo que a alta atividade desta enzima pode contribuir para a
sobrevivéncia e proliferacdo das leishmanias no ambiente hostil do macréfago
(Vendrame et al. 2010). Giudice et al. 2007, por sua vez, mostrou através de
experimentos in vitro que isolados de L. (V.) braziliensis resistentes ao NO, sobrevivem
e multiplicam-se mais que os isolados ndo resistentes ao NO, sugerindo que essa
resisténcia pode beneficiar as leishméanias no macréfago, possibilitando a exacerbagéo
da doenca (Giudice et al. 2007). Outros estudos apontam que o Leishmania RNA Virus
(LRV1) identificado em alguns isolados de L. (V.) braziliensis e L. (V.) guyanensis
poderia estar associado com a susceptibilidade a doenca (lves et al. 2011).

Neste estudo foi visto também a expressdo da proteina META2 em
promastigotas em fase estacionaria. O resultado observado foi de que sua expressdo ndo
foi diferente entre os grupos de isolcut e isolmuc, apesar de notar uma variagcdo na
expressao entre os diferentes isolados. A META2 é uma proteina estagio-regulada,
sendo expressa principalmente em formas promastigotas em fase estacionaria (Ramos et
al. 2011). Muitos estudos tém sido realizados com outra proteina relacionada, a
METAL, mostrando em experimentos in vivo com L. (L.) amazonensis que a super
expressdo do gene gerou parasitos mais virulentos (Uliana et al. 1999). Baseado nas
similaridades entre os dois genes, METAl1 e METAZ2, sugeriu-se que este ultimo
poderia também estar envolvido na viruléncia do parasito, sendo demonstrado mais
tarde o seu papel de protecdo contra o estresse oxidativo e o choque térmico em L. (V.)
amazonensis (Ramos et al. 2011). A expressdio da proteina META2 foi
significantemente maior no isolado SMB7c comparada com os isolados JCJ8c e RPL5c.
No isolado JBC8m, por sua vez, a expressao de METAZ2 foi significamente maior
comparada com os isolados JCJ8c, RPL5c e ASL9m. Esses resultados mostraram que, a
maior expressdo da proteina independe da lesdo (cutdnea ou mucosa) da qual foi

adquirido o isolado. Porém, é importante notar que o isolado SMB7c, apesar de ser de
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ser oriundo de leséo cuténea, o paciente apresentou também uma lesdo na mucosa nasal
e no isolado JBC8m o paciente apresentou a lesdo mucosa e apresentou uma recidiva.

Franco 2008 encontrou nas proximidades dos genes METALl e META2 a
proteina LRR17, a qual contém na sua regido central seis repeticdes ricas em leucina
(LRR). Os LRRs estéo envolvidos na transducao de sinal, reconhecimento de patdégeno
e interagdes proteina-proteina (Kobe & Deisenhofer 1995;Girardin et al. 2002).
Patdgenos tais como bactérias e parasitos parecem utilizar esses LRRs para invadir a
célula do hospedeiro e/ou suprimir sua resposta imune (Kedzierski et al. 2004b).

No presente estudo, foi visto que ndo houve diferenca na expressdo da proteina
LRR17 entre os isolcut e isolmuc em formas promastigotas em fase estacionaria e em
amastigotas. Em bactérias, o estudo de proteinas que contém LRRs esta melhor
caracterizado que em Leishmania. Foi visto em Listeria monocytogenes que as
internalinas possuem LRRs os quais foram implicados na invasao das células do
hospedeiro mamifero (Marino et al. 2000). Na leishménia, foi identificado LRR no PPG
e antigeno de superficie (PSA-2), sendo que neste ultimo, o dominio LRR foi envolvido
na ligacdo da leishméania ao macrofago através do receptor de complemento 3 (CR3)
(Kedzierski et al. 2004a).

Vacinas compostas de antigenos que induzem uma resposta imune protetora tém
sido importantes alvos de pesquisa para o tratamento da leishmaniose. Apesar da
existéncia de tratamentos com quimioterapicos, estes possuem varias limitagbes como
custo elevado, efeitos colaterais diversos, tratamento doloroso, além da toxicidade que
possui 0 medicamento (Grogl et al. 1992;Coler et al. 2002;Rojas et al. 2006).

Dentre os antigenos candidatos a vacinas de subunidades estdo as proteinas TSA
e STI1, que em estudos com L. (L.) major conferiram protecdo tanto em camundongos
suscetiveis (BALB/c) como em primatas ndo humanos (macacos Rhesus) através da
polarizacdo da resposta imunoldgica para uma resposta thl (Campos-Neto et al.
2001;Mendez et al. 2001;Campos-Neto et al. 2002;Salay et al. 2007). Em camundongos
BALB/c infetados com L. (L.) major, a STI1 induziu uma resposta mista Thl e Th2, a
qual néo foi capaz de controlar a infec¢do (Webb et al. 1996).

Nos experimentos realizados com STI1 foi observado que a expressdo da
proteina ndo foi estatisticamente diferente entre os isolcut e isolmuc para ambas as
formas, promastigotas em fase estacionaria e amastigotas. Algumas proteinas de choque
térmico foram vistas ser potentes indutoras de uma resposta Thl, podendo funcionar

como o segundo sinal de ativagdo das células T (Segal et al. 2006).
43



Através dos resultados obtidos neste trabalho foi possivel observar, como em
outros trabalhos, que as leishmanias expressam proteinas as quais poderiam atuar
aumentando a sua sobrevida no interior dos macréfagos. A expressdo de uma proteina
como METAZ2, por exemplo, que estd envolvida na protecdo do parasito contra o
estresse oxidativo e que também possui regulacdo durante a metaciclogénese sugere que
0s parasitos que expressam mais da proteina se sobressaiam aos demais ap0s o contato
inicial com os mecanismos de morte do macréfago, tornando-os assim, mais resistentes
e fazendo com que eles persistam no fagolisossomo e promova uma doenga mais grave
como a LM.

Em relagdo a proteina LRR17, que é uma proteina associada a viruléncia do
parasito, a qual foi expressa similarmente entre os grupos de isolcut e isolmuc, sugere
gue uma proteina que é expressa constitutivamente na leishmania, possa se tornar um
alvo terapéutico para o controle e tratamento da leishmaniose.

A expressao de uma proteina de choque térmico, como STI1, provavelmente ndo
influencia em determinar a resolucdo ou a gravidade da doenga, visto que em ambos 0s
grupos a maioria dos isolcut e isolmuc tiveram uma expressao similar.

Portanto, os resultados com TSA mostraram que a maior expressao da proteina
encontrada nos isolmuc pode estar relacionada com a gravidade da doenga. A producéo
de uma proteina imunogénica como TSA pelas leishmanias poderia estar induzindo uma
resposta do tipo Thl, que por sua vez ativaria 0s macréfagos para produzirem uma
maior quantidade de moléculas microbicidas. No entanto, a proteina TSA além de ser
imunogénica, possui também propriedades antioxidantes, as quais protegem os parasitos
desses mecanismos de morte. Assim, uma maior expressdo da TSA pode estar
relacionada com uma resposta mais exacerbada, que é observada na LM, mas sem a
destruicdo eficiente dos parasitos, pois a mesma proteina além de induzir uma resposta

imune, esta ao mesmo tempo sendo protetora para ele.
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7. CONCLUSOES

e As leishmanias utilizadas neste estudo se proliferaram similarmente em cultura,
demonstrando que, os isolados obtidos de pacientes com lesdo mucosa ndo se diferiam

dos isolados de pacientes de lesdo cutanea quanto & adaptacdo em cultura;

e A expressdo da proteina METAZ2 nao foi diferente entre os grupos, porém, dois
isolados do estudo expressaram mais proteina que os demais, 0s quais um deles, o
paciente era portador de lesdo mucocutanea e o outro apresentou recidiva de lesbes
mucosas, sugerindo que esta proteina possa estar envolvida na protecdo da leishménia

para o desenvolvimento de uma forma clinica mais grave;

e A expressdo proteica de STI e LRR17 foi semelhante entre os isolados de
pacientes com lesdo cutdnea e mucosa em ambas fases de crescimento, estacionéria e
amastigota, sugerindo que a expressao de uma proteina que é expressa constitutivamente
pelo parasito possa ser fundamental para sua sobrevivéncia, independente da forma

clinica desencadeada;

e As duas técnicas implantadas no estudo, immunoblotting e citometria de fluxo
foram capazes de detectar similarmente a proteina TSA, embora esta ultima seja mais

precisa na deteccdo de proteinas que a primeira;

e A expressdo de TSA foi maior nos isolados oriundos de pacientes com leséo
mucosa, em formas promastigotas em fase estacionaria e amastigotas. A producéo de
uma proteina como TSA, a qual possui propriedades antioxidantes e que ao mesmo
tempo € imunogénica poderia conferir vantagens na sobrevivéncia da leishmania no

fagolisossomo do macréfago para a geracdo de lesdes ha mucosa;

e Esses resultados nos fornecem importantes informacbes a respeito da
leishmaniose mucosa, sendo que talvez, em um futuro préximo, proteinas como TSA e
METAZ2 possam funcionar como marcadores prognésticos para a LM ou mesmo alvos

para intervencdes terapéuticas contra a doenca.
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ABSTRACT

Mucosal leishmaniasis (ML) caused by Leishmania (Viannia) braziliensis is
characterized by destructive lesions with exacerbated Thl specific immune
response and low number of parasites. Only a minority of patients develops ML
and it is not clear why this occurs. Host factors associated with inflammatory
response and parasitic factors related to virulence have been implicated in ML
generation. Here, we asked if thiol-specific antioxidant protein (TSA) and stress
inducible protein 1 (STI) that are involved in generation of Thl response and
associated with parasite protection is differentially expressed in parasites
isolated from cutaneous or mucosal lesion. Leishmania was maintained in
culture medium to obtain promastigotes or in interferon gamma deficient mice to
obtain amastigotes. Higher expression of TSA was observed in amastigote and
promastigotes obtained from patient with ML. Additionally, we observed that
one isolated obtained from cutaneous lesion induces more IL-1 than isolates
obtained from ML. Since TSA is associated with scavenger of reactive oxygen
intermediate, which can participates in the IL-1 production, the observation that
TSA is more expressed in parasites from ML suggest that Leishmania modulate
IL-1 prduction via expression of TSA. The particularity of TSA in inducing Th1,
protect parasite from oxidative stress and, probably, modulate IL-1 production
makes this protein as an important biological marker to identify parasites that

causes ML.
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INTRODUCTION

Mucosal leishmaniasis (ML) in Brazil is mainly caused by Leishmania
(Viannia) braziliensis and is characterized by destructive lesions generally
localized in the nose and mouth and sometimes affecting larynx and trachea
(Marsden 1994). Exacerbated Thl specific immune response, and more
recently Th1l7 response, has been implicated in ML pathogenesis despite the
low number of parasites in the lesions (Bacellar et al. 2009, Bacellar et al. 2002,
Boaventura et al. 2010).

Only a minority of patients infected with L. (V.) brazilienis develops the
mucosal form of tegumentary leishmaniasis, which results of the metastatic
spread of parasites from cutaneous lesion (Goto and Lindoso 2010, Marsden
1994). Host factors as polymorphism in pro-inflammatory cytokines and
chemokines such as tumor necrosis factor (TNF), IL-6 and CCL2 have been
described to increase the chance to developing ML (Cabrera et al. 1995,
Ramasawmy et al. 2006).

Comparative genomic studies of Leishmania parasites show that there is
little divergences in terms of genomic sequence between Old World and New
World parasites and also between parasites that causes the most different
diseases as cutaneous localized (CL) and visceral leishmaniasis (Lynn and
McMaster 2008). However, recent data have demonstrated that activity of some
enzymes related to the parasite survival, as arginase and ectonucleotidases,
are increased in parasites obtained from mucosal lesion (Leite et al. 2012,
Vendrame et al. 2010). Therefore it is likely that presence of different genes will

have contribution for the disease pathogenesis, but regulation of stage specific
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genes would play important role in the pathogenesis of different clinic forms of
leishmaniasis.

The Leishmania thiol-specific antioxidant protein (TSA) and stress
inducible protein 1 (STI) have been described as potential vaccine candidates
due to the ability to promote an efficient Thl immune response in mice
(Campos-Neto et al. 2001, Campos-Neto et al. 2002, Salay et al. 2007). Since
the differential regulation of a particular gene expression can play important role
in pathogenesis of leishmaniasis, we hypothesize that expression of TSA and
STI would be enhanced in parasites obtained from mucosal lesion, what could

justify the strong specific immune response observed in ML.

MATERIALS AND METHODS

Animals - Male or female C57BL/6 mice with disrupted IFNy genes (IFNy KO
mice) and female BALB/c mice were bred at the animal facilities of Federal
University of Goias/IPTSP, Brazil. IFNy KO mice were originally purchased from
Jackson Laboratories, ME/USA (B6.129S7-ifng™ ™). The mice used were 6-12
weeks old and were maintained in clean conventional mouse facility with ad

libitum access to water and food.

Parasites - Six clinical field isolates of Leishmania were obtained from ATL
patients attending at the Anuar Auad Tropical Diseases Hospital in the city of
Goiania, Goias, Brazil. Parasite isolation was obtained from lesion biopsies
performed as part of the diagnostic procedure. Skin biopsies were homogenized

and inoculated into IFNy KO mice footpad (Oliveira et al. 2010). The isolates
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were typed by PCR of ribosomal DNA and glucose-6-phosphate
dehydrogenase gene as described (Castilho et al. 2003) and identified as L. (V.)
braziliensis. The patients came from different States of Brazil: Goias (n=2),
Tocantins (n = 1), Para (n = 2) and Bahia (n = 1). Parasites obtained from the
footpad were frozen soon after isolation and stored in the Leishbank-
IPTSP/UFG/GO. To obtaining amastigotes, 1 x10° amastigotes were inoculated
into the footpad of IFNy KO mice, when the footpad lesion reach 3-4 mm of
thickness, the mice were sacrificed, footpad was macerated and amastigote
separated as described before (Lang et al. 2005). Promatigotes parasites were
cultured in 24-well culture plates (TPP, Switzerland) and passed every 2 days
starting from 1 x 10° promastigotes per mL in Grace’s Insect Medium (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) supplemented with inactivated 20% fetal calf serum
(FCS- Cripion, Andradina, S&o Paulo, Brazil), 2 mM L-glutamine, 100 U/mL
penicillin and 100 pyg/mL streptomycin all purchased from Sigma-Aldrich. The
parasites from stationary growth phase were harvested 8 days after the
beginning of the culture and washed three times in phosphated saline (PBS)

before analyses in western blotting or flow cytometry.

Antibodies and serum against TSA and STI - Recombinat proteins TSA and STI
was obtained as described in detail before (Salay et al. 2007). Breafly,
Genomic DNA from promastigote forms of L. (V.) braziliensis was extracted,
amplified by specific primers designed according to the sequences available at
GenBank. PCR products were placed on to a agarose gel and excised from it,
and the DNA was purified with GeneClean II kit (Bio 101). The products were

cloned into the pMOSBIue vector (GE Healthcare - Sweden). The recombinant
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clones selected were sequenced. Automatic sequencing of double-stranded
DNA was performed by using the BigDye terminator cycle sequencing Kkit
(Perkin-Elmer) on an ABI Prism 377 sequencer (Perkin-Elmer). DNA and
predicted amino acid sequences were analyzed by using the DNASTAR
package version 5.00 (DNASTAR, Inc.). Alignments were produced by using
the CLUSTAL W program. For a bacterial expression vector, it was used the
pHIS, plasmid. The ORFs of the genes containing the described restriction site
sequences, for directional cloning, were removed from pMOSBIlue vector by
treatment with the specific restriction enzymes and linked into the pHIS vector
treated with the same enzymes. The recombinant plasmids obtained were
transformed into E. coli BL21 (DE3) host cells (Novagen, Madison, WI).
Bacteria were harvested from 500-ml batch cultures by centrifugation and
resuspended in 20 ml of binding buffer (0.1 M sodium phosphate [pH 8.0], 10
mM Tris-HCI [pH 8.0]) containing 2 mM phenylmethylsulfonyl fluoride. E. coli
was lysed by adding 15 mg of lysozyme and rocking for 30 min at 4°C, following
sonication (four times for 30 s each time), and then spun at 12,000 rpm for 30
min to pellet the cells. Purified TSA protein was ressuspended in PBS and STI
were solubilized in 8 M urea.

BALB/c mice were injected SC with 10 ug of recombinant TSA or STI
dissolved in 50 uL PBS plus 50 uL complete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich).
After 30, 60 and 90 days, mice were injected SC with protein dissolved in 50 uL
PBS plus 50 uL incomplete Freund adjuvant (Sigma-Aldrich). After 100 days,
mice were sacrificed and serum obtained were used in western blotting or
purified in Protein G agarose column (Sigma) followed by biotinilation with

Biotin-N-hydroxysuccinimide ester (Sigma-Aldrich) to be used in flow cytometry.
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Immunoblot - Extracts from L. (V.) braziliensis promastigotes and amastigotes
were obtained after incubation of 1 x 10° parasites in 100 pL of lise buffer (10
mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 2% SDS; 1% proteinase inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich)). Ten micro liters contained 2 X 10’ lysed parasites were
suspended in sample buffer (62,5 mM Tris pH 6,8; 2,5% SDS; 10% glycerol;
2,5% B-merchaptoethanol; 1% EDTA; 0,015% bromophenol blue) and injected
to SDS-12% PAGE, followed by transference to nitrocellulose membranes.
Membranes were blocked with 5% powdered skim milk in PBS and incubated
for 1 h with sera from BALB/c mice immunized with the recombinant proteins
diluted 1:400 or anti-GAPDH diluted 1:3000 (Sigma-Aldrich). After a washing
step with 0.05% Tween 20 in PBS, the nitrocellulose strips were incubated with
peroxidase-conjugated anti-mouse and then developed with SuperSignal West

Pico Trial (Pierce).

FACS analysis - Before labeling, parasites were spun and ressuspended at 2 x
10’ cells in 250 pl of 3% FCS; 2% paraformaldehyde (Merk) in PBS for 15 min.
Parasites were washed twice with 3% FCS in PBS, ressuspended in 0.1%
saponin (Sigma-Aldrich) in PBS for 15 min. After washing the parasites twice
they were incubated for 15 min with 2u/mL of biotinilated control or anti-TSA
antibody in 3% FCS in PBS. The FITC- conjugated goat anti-rat IgG antibody
(Serotec, UK) was added for 20 min, followed by washings with 3% FCS in
PBS. Three thousand events were collected for each sample in a flow
cytometer (C6, Accuri). The percentage of labeled cells and the increase of

fluorescence in relation to the controls labeled with irrelevant antibodies were
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analyzedin software FCS 4.0. The increase of the fluorescence was calculated
by comparing the medians of fluorescence obtained for the labeled cells with

the median of fluorescence obtained for control-stained cells.

Analyses of IL-1 production - Peripheral blood was obtained by venipuncture
from adult healthy donors at the blood bank of Clinical Hospital of Goias using
EDTA as anticoagulant. PBMC were separated on a Ficoll-Paque® PLUS (GE
Healthcare) and cultured (1,5 X 10° cells/well) in 24-well plates in RPMI 1640
medium (Sigma-Aldrich) supplemented with 10% FCS, 2 mM L-glutamine, 100
U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin and 50 uM of 2- mercaptoethanol.
Supernatants were harvested 24 h after amastigote stimuli. The IL-1p
production was assayed on supernatants by commercial kit Ready-Set-Go

(eBioscience, San Diego, USA) according to the manufacture instructions.

Ethical considerations - The Ethical Committee for Human and Animal research
of the "Hospital das Clinicas" of the Federal University of Goias approved all
procedures reported in this study (Protocol 062/2010). All donors and patients

were fully informed and consented to participate in this study.

Statistical analysis - The data were presented as mean + SD and were
compared for significance by unpaired Student's t test with Welch's correction,
using the Graph-Pad Prism Software 5.0 (Inc. San Diego, CA , USA). p <0.05

was considered significant.
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RESULTS

The patients that provided the biopsies had putative area of infection at
North, Northeast and Center of Brazil. Two patients did not receive any
treatment, since they did not return after diagnose. Three patients were treated
with pentavalent antimonial (Glucantime® 20 mg/kg/20days) and presented
clinical cure. The patient that hold JBC8m parasite was treated with glucantime
associated with pentoxyphylline, since he was treated before with glucantime
and had a relapse of lesion. The patient that hold SMB7c parasite presented a
nasal mucosal lesion beyond the cutaneous lesion, but the parasite was
obtained from cutaneous lesion. All isolates were able to infect IFNy KO mice,
producing uncontrolled lesion, what make it possible to obtain a large number of
amastigotes to perform the experiments. Additionally, all parasites adapted
similarly to culture conditions, achieved stationary phase of growth among the
3" to 5™ day and maintained alive until the 10" day (Fig. 1).

Expression of STI and TSA was observed in all promastigotes at the
stationary phase and in amastigote form (Fig. 2). The amount of TSA was
significantly higher in promastigotes in stationary phase of growth obtained from
mucosal lesion than those obtained from cutaneous lesion (Fig. 2A and E).
Although the amount of TSA is slightly higher parasites from mucosal lesions,
this difference did not reached statistically significance (Fig. 2C and G).The
expression of STl was similarly distributed in promastigotes and in amastigotes
from all isolated (Fig. 2B, D,F,H).

The higher expression of TSA in promastigotes was confirmed by flow

cytometry analyses. In Fig. 3 is showed that parasites from mucosal lesion
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presented more TSA per cell than parasites from cutaneous lesion as observed
by higher fluorescence intensity (Fig.3A and C), however, the amount of
positive cells for TSA was similar in all isolates (Fig. 3B).

Although we did not detect difference in the TSA expression in
amastigotes by immunoblotting analysis, we observed that parasites from
mucosal lesions presented more TSA positive cells than amastigotes from
cutaneous lesion (Fig. 4A and B). The last group presents a population that did
not label to TSA and other that express TSA, while in parasites from mucosal
lesion it was observed a more homogeneous distribution of TSA without
separation in two populations (Fig. 4A). The difference between the two groups
regarding to the fluorescence intensity did not achieved statistically significance,
but the total of TSA expressed on the sample (measured by the product of % of
positive cells x intensity of fluorescence) was higher in mucosal isolates (Fig.
4D).

TSA protein is able to scavenger reactive oxygen intermediate (ROI) that
participate in microbial kiling and inflammasoma formation. The last one is
essential for IL-1 production. Our group demonstrated that amastigotes of L.
(V.). braziliensis specie are able to induce IL-1 production by PBMC from health
donors (Gomes et al. 2012). To observe if parasites obtained from cutaneous
lesion have different ability to induce IL-1, we stimulate PBMC from health
donors with amastigotes obtained from cutaneous or mucosal lesions. It was
observed that all parasites are able to stimulate IL-1 production that was slightly
higher when PBMC were stimulated with parasites from cutaneous lesion, but it
did not achieved statistically significance (p=0.27) (Fig. 5A). In those

experiments it was observed a great variability in the production of this cytokine
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among the donors. To minimize the influence of the donor, it was analyzed the
IL-1 production from a single PBMC donor stimulated with different parasites
(Figure 5B-J). Interestingly, the isolate from cutaneous lesion JCJ8c induced
more IL-1 than all parasites from mucosal lesion (Figure 5 B-D). This ability to
induce more IL-1 was not shared by the other isolates from cutaneous lesion

(Figure 5 E-J).

DISCUSSION

Comparative genomic study of Leishmania parasites show that there is
little divergences in terms of genomic sequence, suggesting that the differences
in the presence of genes will have little contribution for the disease
pathogenesis. On the other hand, differences or similarities at the regulation of
protein expressed at stage specific would play more important role in
pathogenesis of different clinic forms of leishmaniasis (Lynn and McMaster
2008). Here we showed that expression of TSA was higher in promastigotes
and amastigotes parasites obtained from mucosal lesion. TSA is a protein able
to activate an effective cellular immune response to protect mice against
leishmaniasis being used with STI protein as an experimental vaccine
(Campos-Neto et al. 2001, Campos-Neto et al. 2002). Although STI expression
was not different among isolates, the high expression of TSA in parasites
obtained from ML corroborates the idea that those parasites are potentially
more able to activate strong immune response, since in ML it is observed an
exaggerated cellular immune response with high production of type 1 cytokine

as IFNy and TNF (Bacellar et al. 2002). Type 1 immune response is associated
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with control of different Leishmania species, including L. (V.) braziliensis,
however, in ML, the parasite is only partially controlled (Bacellar et al. 2002,
Rocha et al. 2007), and intense tissue destruction is observed in the site of
infection (Amato et al. 2003).

To survive in such dangerous environment, amastigotes that cause ML
must develop some additional mechanism to escape from immune system, as
demonstrated by an increased on resistance to microbicidal activity of murine
phagocytes (Giudice et al. 2007, Leite et al. 2012, Vendrame et al. 2010). TSA
expressed by Saccharomyces cerevisiae was able to scavenger ROI produced
during the respiratory burst and increasing survival of the fungi inside
macrophage (Chae et al. 1994), suggesting that TSA expressed in Leishmania
parasites is also responsible for some resistance to the oxidative burst. Since
amastigote in vertebrate host survive exclusively inside of macrophages, the
higher expression of TSA in Leishmania from ML corroborate the idea that
those parasites are better protected than parasites from CL, besides this protein
activate a strong immune response.

Beyond to be important for microbial Kkilling, ROIs are important
molecules for cell signaling in macrophages (lles and Forman 2002). Recently,
it was described that ROIs contributes to the formation of inflammasoma, what
Is important for IL-1 production (Bauernfeind et al. 2011). This data suggests
that parasite expressing less TSA would produce more IL-1, since less TSA
allow formation of more ROIs which activate more inflammasoma and
consequently more IL-1 would be produced. Interestingly, it was demonstrated
here that one of isolates (JCJ8c) obtained from CL was able to induce more IL-

1 than all isolates obtained from ML.
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The lower production of the pro-inflammatory cytokine IL-1 is in
apparently disagreement with the strong inflammatory response observed in
ML. However, IL-1 is an important cytokine to recruit immature myeloid cells
that are permissive to parasitic infection and dissemination (Voronov et al.
2010). Our hypothesis is that parasite that cause ML induces less IL-1 and
consequently delayed the disease by decreasing the number of host cells. In
addition, parasites also delayed the generation specific immune response by
decreasing antigen presentation, since IL-1 is able to improve the ability of
dendritic cells to present Leishmania antigens (Xin et al. 2007). This hypothesis
was partially confirmed by Leite, 2012 that shows that in experimental infection
of mice, the lesions caused by PPS6m is delayed when compared with lesion
caused by parasite obtained from CL. In addition, the expression of co-
stimulatory molecules is lower in dendritic cells infected with parasite from ML
than CL (Leite et al. 2012).

Comparison of Leishmania (V.) braziliensis isolated from CL and ML are
demonstrating that parasites from ML presented a different profile of protein
expression or activity that can be related with this destructive form of disease.
Most of works showed an increasing on the ability of ML parasites to survive in
the host as compared to parasite from CL (Giudice et al. 2007, Leite et al. 2012,
Vendrame et al. 2010). Here we demonstrated that parasite from ML express
more TSA, a protein that participate in protection of parasite but also are highly
iImmunogenic. This particularity of TSA suggest that this protein is an important

biological marker to identify and for prognosis of ML.
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LEGENDS TO FIGURE

Fig. 1. parasites obtained from cutaneous or mucosal lesion presented similar
growth in culture. Parasites isolated from cutaneous (JCJ8c, RPL5c and
SMB7c) or mucosal (ASL9m, JBC8m and PPS6m) lesion were cultured in
Grace’s medium starting from 1 x 10° leishmanias/mL. All parasites were
guantified daily in Neubauer chamber. The data represent mean + SD of at

least three experiments.

Fig. 2. promastigotes in stationary phase of growth obtained from mucosal
lesion express more TSA protein than parasites obtained from cutaneous
lesion. Lisates of parasites in stationary phase of culture (8 days) (A and B) or
lisates of amastigotes purified from infected mice (C and D) were assayed by
western blotting for expression of TSA (A and C) or STI (B and D). A, B, C and
D are presented TSA (28KDa), STI (66 KDa) and GAPDH (34 kDa). E, F, G and
H represents the densitometry mean = SD of three experiments respectively
presented in A, B, C and D. * indicate statistical difference between parasites
from mucosal or cutaneous lesion (p<0.05, unpaired Student’'s T test with

Welch's correction).

Fig. 3: expression of TSA per promastigotes from mucosal lesion is higher the
promastigotes from cutaneous lesion. Parasites isolated from cutaneous
(JCJ8c, RPL5c and SMB7c) or mucosal (ASL9m, JBC8m and PPS6m) lesion
were cultured in Grace’s medium and at the eighth day analyzed for TSA

expression by flow cytometry. In A is presented representative histogram of
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TSA expression. Parasites were stained with isotype control (stippled line) or
anti-TSA antibody (continuous line). Hatched area presented the subtraction of
TSA labeled histogram from isotype control. The % of positive cells (B),
fluorescence mean (C) and the product of % positive cells X fluorescence mean
(D) are presented as mean = SD from three experiments. * indicate statistical
difference between parasites from mucosal or cutaneous lesion (p<0.05,

unpaired Student’s T test with Welch's correction).

Fig. 4: percentage of amastigote expressing TSA is higher in parasites obtained
from mucosal lesion than cutaneous lesion. Parasites isolated from cutaneous
(JCJ8c, RPL5c and SMB7c) or mucosal (ASL9m, JBC8m and PPS6m) lesion
were inoculated into IFNy KO mice to obtaining amastigotes that were analyzed
for TSA expression by flow cytometry. Figure A shows one representative
histograms of TSA expression from three experiments. Parasites were stained
with isotype control (stippled line) or anti-TSA antibody (continuous line). Black
area presented the subtraction of TSA labeled histogram from isotype control.
The % of positive cells (B), fluorescence mean (C) and the product of % positive
cells X fluorescence mean (D) are presented as average + SD from three
experiments. * indicate statistical difference between parasites from mucosal or

cutaneous lesion (p<0.05, unpaired Student’s T test with Welch's correction).

Fig. 5: amastigotes from isolate JCJ8c induces less IL-1 production in PBMC
from health donors than amastigotes obtained from mucosal lesion. Parasites
isolated from cutaneous (JCJ8c, RPL5c and SMB7c) or mucosal (ASL9m,

JBC8m and PPS6m) lesion were inoculated into IFNy KO mice to obtaining
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amastigotes. PBMC from health donors were purified by Ficoll-Paque® PLUS
and cultured for 24 h at 1,5 x 10° cells/500 pL in absence (control) or presence
of amastigotes (3 x 10° leishmanias/500 pL).In A is presented the mean + SD of
IL-1 production detected in culture supernatant after amastigote stimulus and
respective control measured by ELISA. Comparison between two isolates
stimulating PBMC from the same donor was represented in B-J. Each symbol
represents the amount of cytokine of one donor stimulated by one isolate of
amstigote and the line link the production of cytokine from the same donor
stimulated by different parasites .* indicate statistical difference by paired
student’s test between PBMCs stimulated with two different amastigotes

isolates (p < 0.05).
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