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Resumo

Resumo

Leishmanioses sdo um grupo de doencas, causadas por protozoarios do género
Leishmania, transmitidos ao homem e outros mamiferos através da picada de fémeas de
flebotomineos infectadas. Ha duas formas clinicas principais da doenca: leishmaniose
visceral (LV) e leishmaniose tegumentar (LT), sendo a ultima subdividida em
leishmaniose cuténea, leishmaniose muco-cutanea, leishmaniose difusa e leishmaniose
disseminada. As leishmanioses pertencem ao grupo de doencas negligenciadas, que séo
responsaveis pela morte e incapacidade de milhGes de pessoas por ano, evidenciando uma
necessidade de atencdo. O papel das vesiculas extracelulares (VES) de parasitas do género
Leishmania tem sido amplamente estudado, uma vez que, nos Ultimos anos, os resultados
apontam para uma funcdo imunomoduladora favoravel a infeccdo. Este trabalho teve
como objetivo analisar a imunogenicidade das proteinas das VESs de formas promastigotas
de trés estirpes de L. amazonensis e investigar o efeito das VES na ativa¢cdo de macrofagos
murinos. Este estudo foi constituido por trés etapas: (i) VESs de culturas axénicas de
promastigotas de L. amazonensis, estirpes M2269, BA125 e BA336, foram purificadas;
(ii) foi analisado o efeito das VEs na atividade dos M@, pela quantificagdo da produgéo
de ureia, através de ensaios colorimétricos e pela producdo de IL-1p; a atividade dos M@
como células apresentadoras de antigeno foi avaliada indiretamente, através da expressao
de moléculas de classe I (MHC 1) e de classe Il (MHC 1I) do complexo maior de
histocompatibilidade, por citometria de fluxo; (iii) foi estudado o perfil e
imunorreatividade das proteinas das VEs, utilizando como ferramentas a eletroforese de
proteinas em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE), a eletroforese
bidimensional (2-DE) e teste de Western-blot das proteinas, utilizando soro de
camundongos infectados por L. amazonensis e soro de humanos portadores de
Leishmaniose tegumentar americana (LTA). Os M@ estimulados com VEs a 7,09ug/uL
produziram significativamente mais ureia que o controlo negativo. A estimulacdo com
VEs provocaram, nos M@, a reducéo da producdo de IL-1p, em relagdo a produgao basal
do controle negativo. As VEs de L. amazonensis ndo interferem com a expressao das
moléculas de classe I e 11 do MHC. A eletroforese das VEs em SDS-PAGE evidenciou
um perfil proteico semelhante nas estirpes BA125 e BA336, mas diferente na estirpe
M2269. As VEs possuem proteinas que foram reconhecidas por anticorpos de
camundongos BALB/c previamente infetados com L. amazonensis, assim como por
anticorpos de humanos portadores de LTA. As VEs de L. amazonensis partilham
proteinas com o parasita, nomeadamente a proteina de superficie gp63 e a proteina
citoplasmatica HSP70, ndo promovem ambientes pro-inflamatorios e evitam estimular a
apresentacdo antigénica, minimizando a actividade da imunidade celular e favorecendo a
infeccdo e a sobrevivéncia do parasita. Estudos futuros sdo necessarios para clarificar os
efeitos das VEs na LTA, incluindo a identificacdo de outras proteinas, que podem exercer
um papel importante no microambiente imunitario.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, vesiculas extracelulares, polarizacdo de
macrofagos, antigenicidade, gp63, HSP70.



Abstract

Abstract

Leishmaniasis is a group of diseases, caused by protozoa of the genus Leishmania, which
Is transmitted to man and other mammals through the bite of selected sand flies. There
are two clinical forms of the disease: visceral leishmaniasis (VL) and cutaneous
leishmaniasis (CL). CL is subdivided into cutaneous leishmaniasis, mucocutaneous
leishmaniasis, diffuse leishmaniasis, and disseminated leishmaniasis. They belong to the
neglected diseases group, which is responsible for millions of people’s death and
disability each year, highlighting the need for attention. The role of extracellular vesicles
(EVs) from Leishmania parasites has been widely studied since, in recent years, results
have pointed to an immunomodulatory function favorable to infection. This work aimed
to analyze the immunogenicity of EV proteins from promastigote forms of three L.
amazonensis strains and investigate the effect of their EVs in the activation of murine
macrophages. This study was organized in three phases: (i) EVs from axenic cultures of
L. amazonensis promastigotes, strains M2269, BA125, and BA336 were purified; (ii) the
effect of VEs on M@ activity was analyzed by quantifying urea through colorimetric
assays and IL-1p production, and the activity of M@ as antigen-presenting cells was
indirectly evaluated through the expression of class I (MHC 1) and class Il (MHC II)
molecules of the major histocompatibility complex by flow cytometry. Finally, EVs
proteins’ profile and immunoreactivity were investigated by electrophoresis in
polyacrylamide gel in the presence of SDS (SDS-PAGE), two-dimensional
electrophoresis (2-DE) and Western-blot test using serum from mice infected with L.
amazonensis and serum from humans with American Cutaneous Leishmaniasis (ATL).
M@ stimulated with EVs a 7,09ug/uL produced more urea than the negative control. The
stimulation with EVs caused in M@ a reduction in the production of IL-1p, concerning
the basal production of the negative control. L. amazonensis EVs do not interfere with the
expression of class | and Il molecules of MHC. EV electrophoresis on SDS-PAGE
showed a similar protein profile in strains BA125 and BA336, but different in strain
M2269. EVs have proteins that are recognized by BALB/c mice previously infected with
L. amazonensis and by humans with ATL. L. amazonensis EVs share antigens with the
parasite, such as the surface gp63 and the cytoplasmic HSP70, do not promote pro-
inflammatory environments and avoid stimulating antigenic presentation, minimizing the
activity of cellular immunity, favoring infection and parasite survival. Further studies are
needed to clarify the effects of EVs on LTA, including the identification of other proteins
which can play an important role in the immune microenvironment.

Keywords: Leishmania amazonensis, extracellular vesicles, macrophage polarization,
antigenicity, gp63, HSP70.
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Introducao

1 - Introducao

1.1 — Leishmanioses

Leishmanioses sdo um grupo de doencas, causadas por espécies de protozoarios
do género Leishmania, que sdo transmitidos ao homem e outros mamiferos através da
picada de fémeas de flebotomineos infectadas. Protozoarios deste género séo da ordem
Kinetoplastida, caracterizada por possuirem um DNA extra nuclear em seu citoplasma,
em uma organela mitocondrial, o cinetoplasto. (Grimaldi, 1982). O género Leishmania é
dividido nos subgéneros Leishmania, Viannia e Mundinia (Schoch et al, 2020), sendo os
dois primeiros responsaveis pelas leishmanioses transmitidas aos humanos (Lainson et
al, 1987).

Os vetores responsaveis pela transmissdo sdo flebotomineos pertencentes aos
géneros Lutzomia, nas Américas e Phlebotomus, no Velho Mundo (Alexander et al,
2003). No vetor, este parasita esta presente na forma promastigota, uma forma flagelada
maovel. Ao ser inoculado no mamifero hospedeiro, durante o repasto sanguineo da fémea
do flebotomineo, estas formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas. No citoplasma
dos fagocitos, forma-se o vacuolo parasitoforo contendo o parasita. Esta organela se funde
com os lisossomas, dando origem aos fagolisossomas, dentro dos quais as formas
promastigotas de Leishmania se transformam em amastigotas, formas néo flageladas. Na
persisténcia da infeccdo, estas formas amastigotas se replicam no interior dessas células,
até seu rompimento e disseminacdo para o tecido, sendo novamente fagocitadas por outras
células ndo infectadas. Os flebotomineos, ao picarem um hospedeiro infectado, ingerem
0 sangue contendo macréfagos com as formas amastigotas em seu interior. Uma vez no
intestino médio deste vetor, os parasitas se transformam em promastigotas, se
multiplicam, passam por metaciclogénese e migram para a proboscide do inseto,

reiniciando o ciclo (McGwire et al, 2014).

Existem duas formas clinicas principais da doenca: leishmaniose visceral (LV) e
leishmaniose tegumentar (LT). Esta ultima é subdividida nas formas clinicas
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose muco-cutanea (LMC), leishmaniose tegumentar
difusa (LTD) e leishmaniose disseminada (LD). A fisiopatologia dessas formas clinicas
varia conforme a espécie infectante e as condi¢des imunoldgicas do hospedeiro (Torres-
Guerrero et al, 2017; WHO, 2021).
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1.1.1 - Leishmaniose visceral

A LV humana é causada, principalmente, por Leishmania donovani no
subcontinente indiano e leste da Africa; Leishmania infantum no Mediterraneo, Oriente
Médio, China, partes da Asia e Africa oriental, e nas Américas Central e do Sul. Outras
espécies podem, ocasionalmente, visceralizar, como L. amazonensis. O periodo de
incubacdo geralmente € de 4 a 6 meses (Charmot et al, 1975). As manifestacdes clinicas
incluem febre irregular, hepatoesplenomegalia, perda ponderal e pancitopenia. Se nao
tratada, o indice de mortalidade alcanca até 90% dos casos. O diagndéstico da LV é clinico-
laboratorial, através de métodos parasitologicos, imunoldgicos ou moleculares. O
diagnostico e tratamento precoce reduzem essa mortalidade para 2 a 5%. O tratamento
atual preconizado varia conforme a regido. No subcontinente indiano, o0 medicamento de
escolha é a anfotericina B lipossomal, embora a paromomicina também seja uma opgé&o.
A miltefosina é uma opcdo de medicamento oral, cuja eficécia na india esta diminuindo,
devido ao desenvolvimento de resisténcia pelo parasita. Na Africa Oriental, o tratamento
¢ feito com uma combinacdo de estibogluconato de sddio e paromomicina, com
alternativa ao uso da anfotericina B lipossomal. Nas Américas, preconiza-se 0 uso de
antimoniais pentavalentes, como o estibogluconato de sddio, nos Estados Unidos, e 0

antimoniato de meglumina nas demais areas (Rosenthal et al, 2021).

A Leishmaniose dérmica pds-calazar ¢ uma manifestacdo cutdnea que pode
ocorrer como uma sequela da leishmaniose visceral, apds a cura aparente da mesma,
descrita quase exclusivamente nos casos de infeccdo por Leishmania donovani. Essa
forma ocorre em até 50% dos pacientes com LV no Suddo e entre 5 a 20% no
subcontinente indiano (Zijlstra et al, 2019). As lesOes cutaneas desta entidade sé&o
consideradas uma fonte potencial de infeccdo (Mondal et al, 2018) e séo consideradas um
fator de impedimento para que os varios programas de controlo da leishmaniose visceral

tenham sucesso.
1.1.2 - Leishmaniose tegumentar
A LT é causada por varias espécies do género Leishmania, pertencendo ao

subgénero Leishmania (Leishmania) ou Leishmania (Viannia). As espécies responsaveis

por sua ocorréncia no Velho Mundo sdo L. major, L. aethiopica e L. tropica, enquanto
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que nas Americas sdo: L. mexicana, L. amazonensis, L. braziliensis, L. venezuelensis, L.

shawi, L. guyanensis, L. panamensis e L. peruviana (Gabriel et al, 2019).

Leishmaniose tegumentar pode se apresentar clinicamente com as formas cutanea,
muco-cutanea, difusa e disseminada. Na forma cutanea, a lesdo nodular inicial aparece
entre uma semana até varios meses apos a picada do vetor, podendo ser Gnica ou multipla.
As caracteristicas das leses variam conforme a espécie e a resposta imune do hospedeiro.
Geralmente, as lesdes sdo indolores, ha linfadenomegalia localizada e pode ocorrer
episddios de febre. Em algumas espécies a cura é espontanea, entretanto com formacéo
de cicatrizes muitas vezes deformantes e estigmatizantes. Recidiva e hipersensibilidade é
comum nas infec¢des por L. tropica. LT difusa e LT disseminada s&o outras variantes
dessa forma. Na leishmaniose cutanea difusa (anérgica), como a causada por L.
amazonensis, lesbes nodulares de tamanho variavel surgem em varios locais distantes do
local da picada do flebotomineo (McGwire et al, 2014). A LT disseminada caracteriza-se
pela presenca de dezenas a centenas ou milhares de lesdes cutaneas polimdrficas em
varias regifes do corpo e acometimento frequente da mucosa nasal. O diagndstico é
clinico-laboratorial, com a confirmacdo através de bidpsia das lesbes (Machado et al,
2019). A Leishmaniose mucocutanea é uma forma grave de leishmaniose tegumentar. Na
América Latina, as lesdes mucosas se desenvolvem numa pequena porcentagem da
populacdo infectada pela Leishmania (Viannia) braziliensis e algumas outras espécies.
Brasil, Peru e Bolivia concentram 86,5% dos casos dessa forma cutaneo-mucosa (OPAS,
2020). Ocorre a ulceracdo da mucosa nasal e septo, com progressdo local e extensa
destruicéo dos tecidos moles adjacentes (boca, labios, palato, faringe e laringe). E comum
ocorrer infeccdo bacteriana secundéria. Sdo fatores de risco para o desenvolvimento dessa
forma a desnutricéo proteico-caldrica e a persisténcia da forma cutanea por mais de quatro
meses (Machado-Coelho et al, 2005). O Ministério da Saude brasileiro recomenda os
seguintes medicamentos para o tratamento da forma mucocutanea: antimoniato de
meglumina associado a pentoxifilina (primeira escolha), anfotericina B lipossomal,
desoxicolato de anfotericina B, isetionato de pentamidina (Brasil, Ministério da Saude,
2017).

Nas Américas, a leishmaniose tegumentar é denominada Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), e o risco de progressdao para as formas difusa e
disseminada & maior, justificando assim o tratamento em todos 0s casos. A terapia padréo

é com os antimoniais. Outras op¢Oes sdo: antifungicos, alopurinol, miltefosina ou 0 uso
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combinado destes com os antimoniais, conforme descrito para a LV. Terapia tdpica
também esta sendo aplicada, desde medicamentosa até cirurgica. A forma difusa
dificilmente responde ao tratamento (Rosenthal et al, 2021; Machado et al, 2019). No
Velho Mundo, a leishmaniose cutanea geralmente é autolimitada, com cura espontanea
das lesdes em alguns meses. Portanto, o tratamento se reserva a casos de lesdes na face

ou nas maos, seguindo os mesmos medicamentos para a LV em cada regido geogréafica.

1.2 - Impacto da doenca no mundo

As leishmanioses pertencem ao grupo de doencas negligenciadas, que sdo aquelas
causadas por agentes infecciosos ou parasitarios, endémicas em regides com populagédo
de baixa renda, cujo investimento em pesquisa, producao de medicamentos e controle é
reduzido, além de apresentarem indicadores de salde inaceitaveis. As doengas
negligenciadas sdo responsaveis pela morte e incapacidade de milhdes de pessoas por
ano, evidenciando uma necessidade de atencdo. A leishmaniose € considerada endémica
em 97 paises, sendo 88 endémicos para LT, 78 para LV e 69 para ambas as formas
clinicas. Em 2019, foram registrados no mundo, cerca de 277.000 novos casos de LT,
sendo a maioria registrados no Afeganistdo, Paquistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Irg,
Iraque, Tunisia e Siria (WHO, 2020). Provavelmente subnotificadas, estima-se que
anualmente, ocorram 700.000 a 1.000.000 de novos casos de LT por ano e cerca de
100.000 casos de LV, no mundo (Mann et al, 2021).

Entre 2001 e 2019, foi registrada uma média anual de 54.000 novos casos de LT
nas Ameéricas, segundo o Informe Epidemiologico das Ameéricas, sendo o Brasil,

Col6mbia, Peru, Nicardgua e Bolivia os que mais registraram casos (OPAS, 2020).

Os custos diretos do tratamento da leishmaniose muco-cutanea foram estimados
em uma média de 167 a 715 ddlares por paciente, dependendo do medicamento utilizado,
entre os quais: meglumina, miltefosina ou anfotericina B lipossomal (Carvalho et al,
2021). O impacto dessa doenca na saide publica vai além dos custos do tratamento, como

0 ostracismo social e perda econémica.

1.3 — Imunidade

A imunidade é a capacidade de um organismo estar protegido ou resistente contra

a acdo de corpos estranhos, microrganismos ou toxinas, através do sistema imune. A
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resposta imunoldgica é caracterizada por dois mecanismos: natural (inata) ou adquirida
(adaptativa) (Kaur et al, 2019).

1.3.1 - Imunidade inata

A imunidade inata é aquela que ndo é adquirida atraves de contato com o antigeno.
Ela é inespecifica e inclui: barreiras aos agentes infecciosos, citocinas, quimiocinas,
sistema complemento, bem como neutréfilos, mondcitos/macrdofagos, células dendriticas
e células Natural Killer (NK). Ela é ativada no inicio da primeira fase da infecgéo e varia
entre os individuos, de acordo com a idade e a atividade metabdlica ou hormonal (Grubbs
et al, 2020).

O sistema complemento € uma cascata de reagdes entre proteases, que ocorre em
consequéncia a alguns estimulos, dentre eles, a presenca de microrganismos patogénicos.
Ele faz parte do sistema imune inato, compreendendo proteinas sollveis, reguladores e
receptores ligados a membrana (Varela et al, 2015). Sua ativagdo pode ocorrer atravées de
trés vias: via classica, alternativa e via das lecitinas. Todas essas vias levam a clivagem
da proteina central desse sistema, C3, em C3a e C3b. A proteina C3a € uma gquimiocina
e a C3b serve como uma opsonina. Além disso, a C3b liga-se a C3 convertase, formando
a C5 convertase. A C-5 convertase ira clivar a C5, iniciando a via terminal, que gera um
complexo multimérico denominado complexo de ataque a membrana (MAC) C5b-C9,
que pode causar a lise das céelulas. Assim, as trés funcdes principais desse sistema sdo:

opsonizacdo, quimiotaxia e lise (Lubbers et al, 2017).

1.3.2 - Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa surge apds exposicao ao agente infeccioso, € especifica e
mediada por anticorpos, através das células linfoides (linfécitos B). Neste caso, o
hospedeiro produz anticorpos e as células linféides adquirem a capacidade de reagir a
antigenos. A vantagem da imunidade adquirida é a resisténcia a longo prazo (Grubbs et
al, 2020).

A ponte entre essas duas respostas é realizada por células apresentadoras de
antigenos (APC), nomeadamente os macrofagos (M@), neutréfilos e linfocitos B, que
fazem essa apresentacdo de antigenos aos linfécitos T. As APC captam e processam 0
antigeno, ligando-o a uma molécula do complexo maior de histocompatibilidade (MHC)
classe 1. Este complexo MHC Il -antigeno migrara para a membrana celular, expondo o
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antigeno ao complexo receptor de células T (TCR), localizado na superficie das
membranas dos linfécitos T CD4". As células T auxiliares (CD4") ativadas transformam
seu comportamento para um padréo de resposta Thl ou Th2, cada um deles com um perfil
de liberacéo de citocinas especifico. O padrdo Thl produz citocinas relacionadas com a
defesa mediada por fagocitose contra agentes infecciosos intracelulares: interferon-gama
(IFN-y), IL-2 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Os linfécitos T que seguem o
padrdo Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, que estimulam uma resposta humoral, e

consequentemente, a producdo de anticorpos (Grubbs et al, 2020).

As APCs, também apresentam antigenos aos linfocitos T citotoxicos (TCD8"). Ao
expressarem em sua superficie, moléculas do MHC | ligadas ao antigeno de Leishmania,
estimulam os linfocitos T citotdxicos a destruicdo das células infectadas e controle do

crescimento do numero de parasitas (Christensen et al, 2019).

A disseminacdo e persisténcia dos parasitas do género Leishmania depende das
estratégias que dispdem para modularem e subverterem a resposta imune inata e

adaptativa dos hospedeiros imunocompetentes (Gabriel et al, 2019).

1.4 - Os macrofagos e seus fendtipos

Os M@ sdo células provenientes do sistema miel6ide hematopoiético, tendo o
monocito como seu precursor. Sdo células fagocitarias, com capacidade para
apresentarem antigenos e secretarem muitas citocinas, fatores de crescimento e proteinas

de fase aguda.

Eles sdo capazes de alterar seu fendtipo em resposta a estimulos diferentes, sendo
classificados em M@ ativados classicamente (M1) e M@ ativados alternativamente (M2).
O perfil M1 é pro-inflamatério e benéfico para a eliminacdo de agentes patogénicos e
células tumorais, mas é prejudicial para o processo de cicatrizacdo de feridas. O perfil M2
é anti-inflamatorio, auxiliando na cicatrizacdo e reparo dos tecidos. Embora esses perfis
sejam bem descritos e definidos, existe um continuum de fenétipos intermediarios entre

esses dois polos (Funes et al, 2018).

As citocinas sdo essenciais na modulagéo do fendtipo dos M@. A estimulacéo de
M@ através de IFN-y, TNF-o, padroes associados a patogenos celulares (PAMPs), tais
como lipopolissacarides ou sinais de perigo endogeno, leva a diferenciacdo para o
fenotipo M1 (Zhang et al, 2008). Esse fendtipo tem um comportamento citotdxico, pois
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essas citocinas induzem a expressao da oOxido-nitrico-sintetase 2 (NOS2), que degrada
arginina em OH-arginina, com outras reacdes sequenciais que culminam com a produgéo
de 6xido nitrico (NO) e outras espécies reativas do oxigénio (ROS). Além disso, 0s M@
desse perfil produzem interleucina (IL) 1-B, IL-6, IL-12, IL-23 e TNF-a. Ja o fenotipo
M2, que apresenta um perfil anti-inflamatdrio, é consequente a ativacdo da chamada via
alternativa, estimulada por IL-1, IL-4 e IL-13. Esse perfil produz fator transformador de
crescimento B (TGF-B), fator de crescimento epidérmico (EGF), além de expressar a
arginase, com consequente producdo de ureia e ornitina, pela via da arginina. O efeito
esperado dessa via € a proliferacdo celular, producéo de colageno e reparo tecidual (Funes
et al, 2018; Gabriel et al, 2019).

Os mondcitos/M@ exercem um papel fundamental nas infec¢des por Leishmania,

uma vez que esta célula é a célula hospedeira final do parasita.

1.5 — Evasédo da resposta imune na leishmaniose tegumentar

Ap0s a transmissao das formas promastigotas de Leishmania pela picada do vetor,
M@ e neutrdfilos polimorfonucleares (PMN) do hospedeiro vertebrado migram
rapidamente para a éarea do indculo dos parasitas, na derme. Moléculas de
proteofosfoglicanos (PPGs) sdo secretadas pela Leishmania, ainda no intestino médio do
flebotomineo. Esses PPGs, quando inoculados durante o repasto sanguineo do vetor,

estimulam o recrutamento dos M@ (Podinovskaia et al, 2015).

Ao mesmo tempo, a presencga desse parasita no interior dos neutréfilos ativa o
sistema complemento, e entra em acgdo o primeiro mecanismo de evasdo ao sistema
imune: a metaloproteinase gp63, um antigeno de superficie da Leishmania, se liga a
molécula C3b, e esta € inativada (iC3b). Isso inibe as demais fases da cascata de reacdes
desse sistema, impedindo a formagdo do MAC. Essa molécula iC3b permanece aderida a
superficie da membrana, funcionando como opsonina que desencadeia a fagocitose do

parasita pelo macréfago, célula hospedeira definitiva (Santos-Mateus et al, 2015).

Os PMN, ao fagocitarem o parasita, tém potencial para combaté-lo, através da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), exocitose do conteudo de seus
granulos, que sdo ricos em proteases e formacao de estruturas semelhantes a uma rede
(NET — neutrophil extracelular traps) no espago extra-celular, que imobilizam e inativam

0s parasitas. Entretanto, os parasitas do género Leishmania possuem mecanismos que
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contornam essa resposta do hospedeiro, mantendo-se vivos dentro dos PMN, até que estas
células, durante o processo de morte celular, sdo fagocitadas pelos M@, mecanismo
conhecido como eferocitose (revisto por Gabriel et al, 2019). Dessa forma, os Md@, células
hospedeiras definitivas dos parasitas do género Leishmania, tornam-se infectados por
fagocitose direta do parasita ou pelo chamado mecanismo de “cavalo de troia”, através
da absorcdo de formas amastigotas mantidas vivas no interior de neutréfilos com

marcadores apoptoticos, fagocitados pelos M@ (Chaves et al, 2020).

Dentro dos fagolisossomas dos M@, a forma promastigota da Leishmania se
diferencia na forma amastigota, uma forma pequena, arredondada e imdével, capaz de
resistir aos mecanismos de defesa intracelular. Essa forma intracelular é capaz de induzir
a diferenciacdo dos M@ nos fendtipos | ou Il. Nas formas cutaneas de leishmaniose, a
diferenciacdo dos M@ para o fenétipo M1 ndo impede a progressdo da doenga, mesmo
que este fendtipo esteja associado ao controle da infeccdo. E o caso da L. amazonensis,
em que 0os M@-M1, por alguma razdo, ndo sdo capazes de incapacitar a forma amastigota

(revisto por Santos-Mateus et al, 2016).

1.6 - Vesiculas extracelulares no género Leishmania

“Vesiculas extracelulares” (VEs) ¢ um termo genérico, utilizado para denominar
particulas naturalmente liberadas pelas células, compostas por parede com bicamada
lipidica, incapazes de se replicarem, pois ndo apresentam um nucleo funcional. Sao
recomendacdes para nomenclatura dessas vesiculas: caracteriza-las pelo tamanho, como
pequenas (menor que 200nm) ou médias/grandes (acima de 200nm); pela composicao
bioquimica (por exemplo, CD63/CD81*-VEs, no caso de células de mamiferos) ou
descricdes pela célula de origem ou pelas condi¢bes de liberagdo (microrganismos,
hipdxia) (Théry et al, 2018).

O papel das VEs de parasitas do género Leishmania tem sido amplamente
estudado, uma vez que, nos Ultimos anos, os resultados apontam para uma fungédo
imunomoduladora favoravel a infecgdo. Em 2018, Pérez-Cabezas e colaboradores
observaram que as VEs de L. infantum induziram ao recrutamento celular de neutréfilos
e células dendriticas, com um perfil diferente do provocado pelos parasitas inteiros, pois
as VEs provocaram um recrutamento menor de neutréfilos e maior de células dendriticas.
Além disso, quando parasitas foram inoculados em camundongos, juntamente com as

VEs, o0 processo infeccioso foi potencializado, em relagéo ao grupo controle, inoculado
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somente com os parasitas inteiros. Esses resultados foram dose-dependente relativamente
as VEs.

Em outro estudo, mondcitos/M@ humanos foram estimulados, in vitro, com VES
extraidas de formas promastigotas e amastigotas de L. infantum. Foi observado um
aumento da migracdo dessas células, aumento da produgdo de IL-10 e reducdo da
producdo de IL-18 (Castelli et al, 2019).

Em 2020, Nogueira e colaboradores demonstraram que VEs de L. amazonensis
tinham papel imunomodulatdrio, induzindo a producéo, por M@ murinos, de NO, TNF-
a, IL-6 e IL-10, via ativacao de receptores de imunidade inata, toll like-receptor (TLR)4
e TLR2.

Vacinas a base de VEs vém sendo estudadas para variadas enfermidades, como
cancer, doencas infecciosas virais, bacterianas e parasitarias. Uma vacina baseada em
VEs de B. pertussis conferiu protecdo contra infeccdo pulmonar em camundongos, de
forma mais eficaz do que as vacinas comerciais atuais contra coqueluche. VEs de
Staphylococcus aureus foram modificadas para ndo apresentarem toxicidade e mostraram
efeitos imunogénicos, além de protegerem camundongos contra sepse letal causada por
este microrganismo (Santos et al, 2021). Em uma publicacéo recente, envolvendo modelo
experimental de imunizagdo em leishmaniose tegumentar, as VEs de L. amazonensis
foram apontadas como possiveis elementos de imunizagdo ativa, conferindo protecao
parcial e inducdo da polarizacdo da resposta imune do hospedeiro para o perfil Thl, um

perfil protetor (Dupin et al, 2021).

Estudos de proteoma de VEs de Leishmania spp. sdo escassos e em um deles foi
demonstrado que a quantidade, morfologia, distribuicdo e carga proteica das VEs de
Leishmania infantum estdo alteradas em parasitos de cepas resistentes a farmacos,

comparadas a cepas sensiveis (Douanne et al, 2020).

Estes estudos apontam a importancia de investigacao a respeito da interacdo entre
as VEs e a resposta imune, uma vez que elas podem ser consideradas candidatas para
desenvolvimento de vacinas, bem como tratamento das leishmanioses. Estudar o
proteoma e a imunorreatividade de VEs explora a contribuicdo das alteragOes
relacionadas a fatores transcricionais na sobrevivéncia do parasita, durante o seu ciclo de
vida, bem como a capacidade de proteinas contidas nestas estruturas contribuirem no

processo de imunizacao do hospedeiro.
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2- Objetivos

Este trabalho teve como objetivo investigar o efeito das VEs de formas
promastigotas de L. amazonensis na ativacdo de macréfagos murinos e analisar a

imunogenicidade das proteinas das VES, com os seguintes objetivos especificos:

2.1 - Isolar VEs de L. amazonensis, caracterizar seu tamanho e densidade e visualizar
a vesiculacdo por microscopia eletronica;

2.2 - Analisar o efeito das VEs de L. amazonensis na inducdo do perfil dos
macrofagos de camundongos, através de:

2.2.1 - Quantificacdo da producéo de ureia, caracterizando o perfil anti-inflamatorio
M2;

2.2.2 - Determinacdo da frequéncia de producdo de IL-1p, caracterizando o perfil
pré-inflamatorio M1.

2.3 - Analisar o efeito das VEs na apresentacdo antigénica de macrofagos de
camundongos, através de indicadores indiretos:

2.3.1 - Determinacdo da frequéncia de expressdo de moléculas de superficie MHC |
e MHC I1, indicios de resposta de apresentacdo antigénica as células T CD8" e T
CD4", respectivamente.

2.4 - ldentificar o perfil proteico das VEs, utilizando eletroforese de proteinas;

2.5 - Analisar a antigenicidade das VEs por meio de reacfes especificas com soro
humano de portadores de LTA e soro de camundongos infectados por L.

amazonensis.
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3 - Materiais e métodos

Os estudos foram realizados, inicialmente, no Laboratério de Imunologia
Parasitaria e Desenvolvimento de Vacinas do Instituto de Higiene e Medicina Tropical
(IHMT), Universidade Nova de Lisboa, em Lisboa, Portugal e, posteriormente, no
Laboratorio de Leishmanioses do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — ICB, da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), em Belo Horizonte, Brasil.

3.1 — Desenho experimental

O estudo experimental foi constituido por trés etapas (Fig. 1). Na primeira,
vesiculas extracelulares (VES) de culturas axénicas de promastigotas de Leishmania
amazonensis foram purificadas por trés métodos: kit comercial de reagente de extracao
de exossomas (Total Exosome Isolation Reagent - from cell culture media - Invitrogen),
colunas de selecdo de nanovesiculas (Exosome spin columns - MW3000, Invitrogen) ou
ultracentrifugacao de sobrenadante de cultura. A escolha do método de extracdo dependeu
da disponibilidade dos laboratérios, pois os trés métodos sdo capazes de obter VEs com
qualidade. A purificacdo de VEs foi comprovada pelo rastreamento por nanotecnologia
(NTA), presenca de glicoproteina de 63kDa (gp63) e heat shock protein de 70 kDa
(HSP70) por imunorreacdo, microscopia eletrdnica de varrimento (MEV) e de

transmissdo (MET).

Na segunda etapa foi analisado o efeito das VEs na modulacdo da atividade dos
M@, atraves da quantificagdo da producdo de ureia por testes colorimétricos e producao
de IL-1p utilizando a citometria de fluxo como ferramenta. A atividade dos M@ como
células apresentadoras de antigeno (APC) foi avaliada indiretamente, através da
expressao de moléculas de classe I (MHC I) e de classe Il (MHC 11) do complexo maior

de histocompatibilidade, por citometria de fluxo.

A terceira etapa consistiu na analise do perfil e imunorreatividade das proteinas
das VEs. Com a eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
(SDS-PAGE) e eletroforese bidimensional, foi avaliado o perfil de bandas e spots
proteicos. A imunorreatividade foi avaliada por Western-blot das proteinas, utilizando
soro de camundongos infectados por L. amazonensis e soro de humanos portadores de
LTA.
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Figura 1 - Esquema representativo da sequéncia do trabalho experimental. A etapa 1 (verde) refere-

se a purificacdo de VEs e respectiva comprovacdo. A etapa 2 (laranja) avaliou o efeito das VEs na
modulacdo dos M@. A etapa 3 (rosa) consistiu no estudo da composicdo e imunorreatividade das VEs

utilizando soro de humanos portadores de LTA e de camundongos infectados por L.amazonensis.
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3.2 — Animais e Parasitas

Neste estudo foram utilizados camundongos da espécie Mus musculus e

protozoarios da espécie Leishmania amazonensis.

3.2.1 — Camundongos

Os experimentos realizados em camundongos foram executados no (ICB), em

Belo Horizonte (Brasil).

Foram utilizados 13 animais, entre machos e fémeas, pertencentes a estirpe
BALBI/c, com idade de seis semanas. Os animais foram adquiridos no Biotério Central da
UFMG. Foram mantidos no Biotério do Departamento de Parasitologia do ICB, sob
condi¢des ambientais, climaticas e de nutricdo adequadas, conforme os requerimentos do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA — regulamentado
pela Lei Arouca 11.794, de 08/10/2008, da Constituicdo Federal Brasileira.

3.2.2 — Parasitas

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis sdo cultivadas em meio
liquido (meio de Schneider, M199 ou RPMI, suplementados com 10% de soro fetal

bovino), em condi¢des axenicas.

A estirpe de L. amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269), utilizada para analise da
interacdo das VEs com os Md@, foi gentilmente cedida pelo Prof. Doutor. Luiz Felipe
Passero, do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), S&o
Paulo, Brasil. Esta estirpe foi isolada de um paciente com LTA, no estado do Par4, Brasil.
Os parasitas foram identificados através de anticorpos monoclonais e perfis de isoenzimas
no Instituto Evandro Chagas, em Belém, estado do Par, Brasil (Yamamoto et al, 2013).
As formas promastigotas desta estirpe foram mantidas em meio de cultura Schneider (Cell
culture media, Schneider's Drosophila Medium, VWR™) ou em meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute - HyClone RPMI 1640 media, Cytiva), ambos suplementados
com 10% de soro fetal bovino (FBS) inativado pelo calor (56°C durante 30 minutos), e
penicilina/estreptomicina a 1% (Pen Strep, 10.000 Ul penicilina/mL e 10mg
estreptomicina/mL — Sigma- Aldrich), e incubado em estufa refrigerada a 24°C. O meio
de cultura foi escolhido conforme a disponibilidade no laboratério, pois os parasitas

replicam-se bem em ambos.
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Para os estudos de imunorreatividade e analise protedmica foram utilizadas as
estirpes MHOM/BR/1987/BA125 e MHOM/BR/1989/BA336. Estas estirpes foram
gentilmente cedidas pela Prof. Doutora Valéria Borges do Instituto Gongalo
Muniz/FIOCRUZ Bahia e pelo Dr. Rodrigo P. Soares do Instituto René
Rachou/FIOCRUZ Minas. A estirpe BA125 foi isolada de um paciente com LTA em

1987 a BA336 foi isolada de um paciente com leishmaniose tegumentar difusa em 19809.

As formas promastigotas dessas duas ultimas estirpes foram cultivadas em meio
M199 (Medium 199, Earle's Salts, Gibco™) suplementado com 10% de FBS inativado
pelo calor (56°C durante 30 minutos) e 1% de penicilina e estreptomicina (Pen Strep,
10.000 Ul penicilina/mL e 10mg estreptomicina/mL — Sigma-Aldrich), em incubadora a
24°C.

3.3 - Macrofagos

A linha celular macréfago-like de murganho (P388D1) foi cultivada em meio
RPMI 1640, previamente aquecido a 37°C. O meio foi suplementado com 10% de FBS
livre de exossomas (FBS exofree — Thermo Fischer Scientific) inativado e 1% de
PenStrep. Os M@ foram cultivados em suspensao, a 37°C, em atmosfera humida com 5%
de CO». A cada dois ou trés dias, foi adicionado meio fresco, mantendo uma concentragdo
média de 1 x 10° M@/mL.

3.4 - Purificacdo das vesiculas extracelulares (VES) de Leishmania amazonensis

As VEs de L. amazonensis foram purificadas a partir do sobrenadante de culturas.
Para efetuar a purificacdo das VES, os promastigotas foram mantidos durante 72 horas
em meio livre de exossomas. O periodo que decorre entre o repique das culturas e a

extracao das VEs foi denominado “periodo de vesiculacao”.

Para iniciar este periodo, as culturas das promastigotas, em fase estacionaria de
crescimento, foram submetidas a centrifugacao a 1800g, por 10 minutos, a 24°C. O pellet
contendo os parasitas foi lavado em PBS estéril por duas vezes, nas mesmas condic¢oes
de centrifugacdo, a fim de retirar o meio de cultura anteriormente utilizado, que possuia
exossomas provenientes do FBS. O pellet foi ressuspendido no meio de cultura
(Schneider, RPMI ou M199), suplementado com FBS depletado de exossomas (FBS
exofree), além da PenStrep.
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No inicio e no final do periodo de vesiculagdo, os parasitas foram contados em
camara de Neubauer, e a purificacdo das VEs somente foi realizada a partir de culturas
com pelo menos 2 x 107 parasitas/mL. A viabilidade dos parasitas foi calculada com o

teste do azul de Tripan.

Para recuperagdo do sobrenadante, as culturas foram centrifugadas a 1000g,
durante 15 minutos, a 24°C. As vesiculas foram, entdo, purificadas por um dos trés
métodos: (i) kit de purificacdo através de colunas; (ii) kit de purificacdo através de
reagente comercial de isolamento e (iii) purificacdo por ultracentrifugacdo. Ao final de
cada purificagdo, a concentragdo de proteinas do extrato foi doseada, a fim de determinar

o rendimento do método.

Os dois primeiros métodos foram utilizados no laboratério do IHMT (Lisboa). O
método inicial de escolha foi o kit de colunas. Entretanto, como a dosagem de proteinas
ndo atingiu o rendimento esperado na terceira purificacdo, optou-se por utilizar o kit de
reagente comercial de isolamento, que apresentou maior rendimento. A
ultracentrifugacéo foi o método de escolha utilizado quando o estudo foi realizado no ICB
(Belo Horizonte), devido ao longo prazo previsto para a entrega do kit de reagente

comercial.

3.4.1 — Purificacao de VEs através de kit comercial de colunas

Para a andlise da interacdo VEs-M@, foram utilizadas VEs libertadas pela estirpe
M2269, purificadas através do kit Exosome spin columns (MW3000), conforme manual
do fabricante (Invitrogen). Este kit possui microtubos de 1,5mL com colunas em seu
interior que, depois de hidratadas, formam um gel. A adi¢do da suspensdo de VES a estes
microtubos, seguida de centrifugacdo a 7509 por dois minutos, induz a solucdo a passar
pela coluna de gel. O produto final eluido contém somente particulas inferiores de 200nm.
Apos a purificagdo, as VEs foram doseadas através da concentracao proteica determinada
no Espectrofotdometro NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific) e respectivo

Software. A soluco final de VEs foi conservada a -20°C até & sua utilizac&o.

3.4.2 — Purificacgéo de VEs atraves do reagente comercial Total Exosome Isolation

O reagente do kit Total Exosome Isolation Reagent (from cell culture media)

(Invitrogen), liga-se as moléculas de agua, forgando os componentes menos solveis,
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como as vesiculas, a sairem da solugdo. As VEs precipitadas sdo recuperadas apds
centrifugagéo.

O reagente foi adicionado & suspensdo final de VEs obtida a partir dos
sobrenadantes das culturas de L. amazonensis, na proporcao de 0,5 mL de reagente por
cada mL de suspensdo. Ap6s homogeneizacao, esta solucédo foi deixada em repouso a 4°C
durante cerca de 8h. Passado este periodo, a solugdo foi centrifugada a 10000 g, durante
60 minutos, a 4°C. As VEs ficaram retidas no pellet, que foi ressuspendido em tamp&o
PBS 1x, estéril. A concentracdo proteica das VEs purificadas foi doseada atraves do
método de Bradford. O método de Bradford se baseia na interacdo entre o corante
Comassie Blue G250 e as proteinas. Essa intera¢do provoca o deslocamento do equilibrio
do corante para a forma anidnica, que absorve fortemente em 595nm (Zaia et al, 1998).
Resumidamente, em placa de 96 pocgos foram colocados, em duplicata, H2O, diluices
seriadas de albumina sérica bovina (BSA) e as amostras estudadas. Aos pocgos foi
acrescentado o reagente de Bradford e efetuado a leitura em leitor de ELISA (Multiskan
GO, Thermo Scientific) a 595nm. ApOs estabelecer a curva padrdo, utilizando a
absorvancia das diluicGes seriadas de BSA, foi efetuada a regressao linear e, com a
equacdo da reta foram calculadas as concentraces das amostras. A solucdo final foi
armazenada a -20°C, até o0 momento do uso.

A purificagdo das VEs através do uso do reagente comercial de concentragdo de
exossomas foi um dos métodos de purificacdo utilizado para obtencdo das VEs da estirpe
M2269. Estas VEs foram utilizadas na andlise de imunorreatividade aos soros de

camundongos infectados por L. amazonensis e soros de humanos portadores de LTA.

3.4.3 — Purificacdo de VEs por ultracentrifugacao

A purificagdo das VEs produzidas pelas estirpes BA125 e BA336 foi realizada
através da técnica de ultracentrifugacdo. Ap6s o periodo de 72 horas de vesiculacdo em
meio exofree, o sobrenadante de cultura de L. amazonensis foi filtrado com filtros estéreis
de 0,22um. Esta suspensdo de VEs foi submetida a cinco centrifugacdes seriadas em
ultracentrifuga (Sorvall® Ultra Pro 80): (i) 500 g durante 10 minutos, a 4°C; (ii) 15009
por 10 minutos a 4°C; (iii)10000g por 10 minutos a 4°C e (iv) 100000g, por duas horas,
a 4°C. Os pellets foram ressuspendidos em meio M199 sem soro e as proteinas doseadas

pelo método de Bradford ou pelo fluorimetro Qubit® 4 (Thermo Fisher Scientific).
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3.5 — Analise e caracterizacdo das VEs de L. amazonensis
3.5.1 - Andlise das VEs por rastreamento de nanoparticulas (Nanoparticle Tracking
Analysis — NTA)

O equipamento utilizado para efetuar a analise NTA das VEs foi o NanoSight
NS3000 (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino Unido), equipado com uma camera
CCD e laser de 405 nm. As fragdes foram diluidas (1:100) em PBS 1x. Cada amostra foi
capturada em triplicado por 30 segundos e o nivel da camera foi definido em 14. A analise
foi realizada em colaboracdo com o Doutor Rodrigo Pedro Soares (Instituto René
Rachou/FIOCRUZ), na Escola Paulista de Medicina, da Universidade Federal de Sao
Paulo (UNIFESP). O Software utilizado na andlise foi o NTA 2.3.

Este equipamento utiliza feixes de laser, que permite que as VES sejam
visualizadas por luz espelhada. Esta luz € focada por um microscopio com camera de
video que registra 0 movimento dessas particulas. O software rastreia este movimento
aleatério, chamado movimento Browniano, e assim determina o coeficiente de difuséo
das particulas. Este coeficiente é utilizado no calculo do tamanho das particulas (Comfort
et al, 2021). Além do tamanho, o equipamento estima a concentracdo das particulas na

suspensdo. As capturas foram feitas em triplicata.

3.5.2— Microscopia eletrénica de varrimento das VEs

O microscépio eletronico de varrimento (MEV) é um aparelho que fornece
imagens de alta resolucéo, com informacdes sobre aspectos topograficos de uma amostra,
identificando particulas até 1 nm. Tal equipamento consegue fornecer uma aparéncia
tridimensional da imagem das VEs. Além disso, 0 exame em pequenos aumentos e com
grande profundidade de foco € extremamente (til, pois a imagem eletrénica complementa
a informacédo dada pela imagem éptica. O principio de um MEV consiste em utilizar um
feixe de elétrons de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a
ponto, por linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catddica cuja
varredura esté sincronizada com o feixe incidente. O sinal de imagem resulta da interacéo
do feixe incidente com a superficie da amostra (Dedavid et al, 2007).

As formas promastigotas da estirpe M2269 de L. amazonensis, fixadas no periodo
de vesiculacdo, foram analisadas em colaboragdo com a Prof. Doutora Graga-Alexandre

Pires (Faculdade de Medicina Veterinaria, Universidade de Lisboa, Lisboa, Portugal). Os
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parasitas das estirpes BA125 e BA336 foram analisados no Centro de Microscopia (CEM)
da UFMG (Belo Horizonte, Brasil).

Para obtengédo das imagens, os parasitas foram colocados em meios de cultura
exofree, e ap0s 72 horas de vesiculagdo, a cultura foi centrifugada. O pellet obtido foi
ressuspendido em solucdo tampéo de cacodilato de sédio com glutaraldeido a 2,5%, numa
proporcao de 1:1 (pellet:solucdo). Essa solucéo é responsavel pela fixacdo dos parasitas,
mantendo as vesiculas que estéo sendo liberadas, na superficie celular.

As laminulas estéreis, onde sdo colocadas as solugdes contendo os parasitas
fixados, foram previamente distribuidas em placas de 24 pocos, e tratadas com solucédo
de polilisina 1%. Este tratamento consistiu em preencher os pogos com 400uL da solugéo
de polilisina durante uma hora e, a seguir, 0 excesso desta solucéo foi retirado. A placa
foi deixada secar durante a noite, a 37°C. A polilisina auxilia na fixacdo dos parasitas e
das VEs a superficie das laminulas. As etapas seguintes de preparo para a microscopia
eletronica de varrimento (desidratacdo e metalizacdo) foram realizadas nos centros

especializados em microscopia.

3.5.3 — Microscopia eletronica de transmissao das VEs

A microscopia eletronica de transmissdo (MET) utiliza um feixe de elétrons
emitidos em uma particula ultrafina. Enquanto passam pela amostra, os elétrons
interagem com a mesma, formando uma imagem, que é detectada por um sensor. Neste
trabalho, a MET foi realizada em colaboracdo com o Prof. Doutor Rodrigo Pedro Soares.
As imagens foram adquiridas a 120kV em microscopio eletrdnico Tecnai G2, no
Laboratorio de Ultraestrutura Celular e Molecular, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de S&o Paulo, FMRP/USP — Brasil.

Para obtencdo das imagens da MET, foram enviadas ao centro de microscopia
eletrbnica, amostras das VEs das estirpes BA125 e BA336. Foi analisado um pool de trés
lotes bioldgicos diferentes das VEs destas estirpes.

3.5.4 — Presenca de proteinas marcadoras de VEs: gp63 e HSP70

3.5.4.1 - Dot-blot para identificacéo de gp63 nos extratos de VEs

O dot-blot é uma técnica que permite identificar a presenca de proteinas através

de imunorreaco. E realizado através da aplicacdo direta do extrato proteico estudado
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numa membrana de nitrocelulose, seguido de bloqueio da membrana para evitar ligaces
inespecificas. A seguir sdo realizadas as incubag¢fes em solucbes com anticorpos
primarios seguido de um anticorpo de deteccdo (anticorpo secundario conjugado com
uma molécula de deteccédo). Sdo realizadas lavagens da membrana entre estas incubacdes,
para eliminar os anticorpos néo ligados. Usualmente a leitura € realizada em aparelhos de
identificacdo de quimioluminescéncia e o resultado é positivo se houver uma imagem
circular de cor escura, representando as proteinas reativas aos anticorpos aderidas a
membrana.

A membrana de nitrocelulose foi sensibilizada diretamente com o volume
equivalente a Sug de proteinas de VEs. Esse experimento foi realizado em triplicata
experimental e bioldgica. Apos secagem durante 8h a 4°C, as membranas foram imersas
em solucdo de blogueio (PBS + leite em p6 5%) durante 2 h a temperatura ambiente. Apés
uma rapida lavagem com agua destilada, as membranas foram incubadas por uma hora, a
temperatura ambiente, com o anticorpo primario anti-gp63 de Leishmania (Anti-
Leishmania Major Surface Protease (gp63) Monoclonal Antibody — Cedarlane®),
diluidos em solucdo de bloqueio a 1:500. Apos trés lavagens de cinco minutos, sob
agitacdo leve, em solucdo de lavagem (Tween20 a 0,5% em PBS 1x), as membranas
foram incubadas, durante uma hora, com o anticorpo secundario anti-mouse (Anti-Mouse
IgG - whole molecule -Peroxidase antibody produced in rabbit, Sigma-Aldrich),
conjugado com peroxidase e diluido em solucdo de bloqueio a 1:500, a temperatura
ambiente.

Apos a incubacdo com os anticorpos secundarios, as membranas foram lavadas
trés vezes e imersas em PBS por cinco minutos, até a revelagdo das imagens com o Kit
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher Scientific) e a imagem do
resultado foi capturada pelo sistema de camera digital CCD do aparelho ImageQuant™

LAS 500, da GE Healthcare Bio-Sciences AB.

3.5.4.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida e SDS (SDS-PAGE) e Western blot
para identificagcdo de HSP70 nas VEs

Para identificar a presenga de HSP70 nas VEs, foi realizado SDS-PAGE seguido
de Western Blot.
Western-blot é uma técnica utilizada para pesquisa e/ou identificacdo de proteinas.

Ela é precedida pela realizacdo do SDS-PAGE, com o intuito da separacdo das proteinas
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em bandas, de acordo com sua massa molecular. Através da aplicacdo de corrente elétrica
as proteinas sdo transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose (blotting),
mantendo a mesma posi¢ao que ocupavam no gel. A membrana ¢é de seguida bloqueada
para evitar ligacdes inespecificas e incubada com anticorpos primarios seguido de um
anticorpo de deteccdo (anticorpo secundario conjugado a uma molécula de detec¢édo). Séo
realizadas lavagens da membrana entre as incubaces, para retirar anticorpos néo ligados.
Para a revelacao, adiciona-se, a superficie da membrana, um agente quimioluminescente
que reage com a peroxidase conjugada ao anticorpo secundario, emitindo uma luz que é
captada por um aparelho de identificacdo de quimioluminescéncia. O resultado positivo
é uma imagem linear, de banda de cor escura, representando as proteinas reativas ao
anticorpo aderidas a membrana (Mahmood et al, 2012).

Para separacao das fracdes proteicas das VEs foi realizado SDS-PAGE em mini-
géis, preparados a 12% (acrilamida 30%, Tris 1,5M, SDS 10%, persulfato de amonio 10%
e TEMED 1:3750), com gel de empilhamento (stack) de 4% (acrilamida 30%, Tris 1M,
SDS 10%, persulfato de aménio 10% e TEMED 1:1000). A espessura dos géis era de
1mm. Para cada canaleta do gel, foi preparada uma solucéo de 20ug de VEs em tampéo
de amostra 2x (Tris/HCI pH 6,8 100mM, SDS 4%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol
20%), na proporg¢ao de 1uL de amostra para 1uL de tampao. Esta solugdo foi previamente
aquecida a 95°C em termobloco, durante cinco minutos, antes de sua aplicagdono mini-
gel. As amostras de VEs foram colocadas nas canaletas em triplicado. O controle positivo
foi 10pg de extrato de HSP70 recombinante, e o controle negativo foi meio de cultura
puro em FBS 10%. Em cada gel foi colocado um padrdo de massa molecular pré-corado
(BioRad), para fins de transferéncia para membrana. Para a eletroforese das proteinas foi
aplicada uma corrente de 60V e 50mA nos primeiros 20 minutos, seguido de aumento da
voltagem para 120V, mantendo a amperagem.

Apos a confeccdo do mini-gel, a transferéncia das proteinas para a membrana de
nitrocelulose foi realizada num Semi Dry Blotter TE 77 PWR (Amersham Biosciences),
a 1.6 mA/cm2, em 45 minutos. Apds o bloqueio (PBS + leite em p6 5%) por uma hora, a
membrana foi lavada rapidamente com agua destilada e incubada em soro de coelho anti-
HSP70 (1:1500), diluido em solucdo de bloqueio, durante 8 horas a 4°C. Apos trés
lavagens a membrana foi incubada em anticorpo secundario anti-coelho (Goat Anti-rabbit
IgG antibody, HRP conjugate — Sigma-Aldrich), diluido a 1:300, conjugado com
peroxidase, durante uma hora e meia, a temperatura ambiente. A reacdo de

guimioluminescéncia foi realizada com o kit comercial ECL (enhanced
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chemiluminescence) da ThermoFisher e captada pelo sistema de camera digital CCD do
aparelho ImageQuant™ LAS500.

O célculo da massa molecular das bandas reagentes, para anélise dos resultados,
foi feito conforme as orientacdes do fabricante do padrdo de massa molecular (Bio-Rad).
Resumidamente, obtém-se a curva tracando o logaritmo das massas moleculares do
padréo utilizado versus a mobilidade relativa (Rf) de cada proteina do padrdo. A Rf é
calculada pela razéo entre a distancia de migracdo da proteina pela distancia total de
migracao do corante (em centimetros). A curva pode ser utilizada para o calculo da massa

molecular de proteinas desconhecidas.

3.6 - Preparacao do extrato de antigenos totais de promastigotas de L. amazonenesis

Para o preparo do extrato de antigenos totais, os parasitas foram distribuidos em
tubos com igual volume de cultura e centrifugados a 1800g, durante 15 minutos, a 4°C.
Os pellets foram ressuspendidos em PBS 1x estéril e lavados duas vezes. Apoés a Ultima
lavagem, o pellet foi ressuspendido em agua destilada. As etapas seguintes consistiam em
seis ciclos de congelamento e descongelamento a temperatura de -20°C e temperatura
ambiente, respectivamente. No congelamento, a formacao de cristais extracelulares e o
rearranjo das estruturas intracelulares leva ao rompimento da membrana celular,
mantendo a estrutura das proteinas. Apds o Ultimo ciclo, foi realizada uma ultima
centrifugacdo, para eliminar o material insolivel. Uma aliquota foi retirada para medir a

concentragéo de proteinas, no Espectrofotometro NanoDrop™ 1000.

3.7 — Efeito das VEs na atividade de M@ murinos in vitro

Para analisar a influéncia das VEs de promastigotas de L. amazonensis na ativagao
dos M@ murinos, foram colocadas 2 x 10° células por pogo de uma microplaca de 96
pocos num volume total de 200uL/pogo. Os M@ foram estimulados com VEs em duas
concentrag0es diferentes (7,09 ug/uL e 3,54 pg/ul), extrato total soliivel de antigenos de
promastigotas de L. amazonensis (40 pg/mL) e expostos a promastigotas vidveis na
proporcao de trés parasitas por M@. As placas foram incubadas durante 24 horas, a 37°C,
em atmosfera himida, com 5% de CO2. Como controlo negativo foram incubados M@
em meio RPMI e Schneider. Essa necessidade de dois controlos negativos em meios de

cultura diferentes deveu-se ao fato de as VES estarem suspensas em meio Schneider e 0s
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parasitas vivos em meio RPMI. Assim, a analise dos controlos negativos teve em
consideracdo a eventual influéncia do meio de cultura nos resultados. Como controlo
positivo foram utilizados M@ estimulados com phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA,
30uM). O PMA ¢ utilizado para estimular a producao de citocinas e proliferacao celular.

As experiéncias foram repetidas trés vezes e cada condicdo experimental foi
realizada em duplicata. Apos as 24 horas de incubacéo, os sobrenadantes foram coletados
para a dosagem da concentracdo de ureia por ensaio colorimétrico e as células recolhidas

para imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Para a andlise dos dados dos resultados, foram aplicados os testes estatisticos
Wilcoxon signed-rank test para amostras pareadas e ANOVA, para comparagdo entre
mais de dois grupos. Os dados foram analisados e os testes aplicados utilizando o

software Excel Office 2019, através do suplemento estatistico X-realstats (Microsoft).

3.7.1 — Producdo de ureia in vitro, por M@ murinos estimulados por VEs de L.

amazonensis

Os sobrenadantes dos M@ estimulados durante 24 h foram conservados a -20°C
até serem utilizados. Para 0 doseamenteo da ureia produzida pelos M@ foi utilizado o kit
QuantiChrom™ Urea Assay Kit (DIUR-100, BioAssay Systems) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Este ensaio tem duas etapas: a primeira consiste na reacdo de
condensacdo do ortoftaldeido (OPA) com a ureia e a segunda etapa envolve uma rapida
reacao com o difosfato de primaquina, sofrendo um rearranjo que culmina em um produto
de cor intensa. A leitura é realizada em fluorimetro.

Numa microplaca de 96 pogos, foi colocado 50 pL. do meio RPMI e 50uL dos
sobrenadantes das culturas de M@ em cada pogo. Como padrio foi utilizado 50uL da
solucéo padrdo (5mg de ureia/dL) e como branco foi utilizado 50 pL de agua (blank) ao
qual foi adicionado meio RPMI. Preparam-se os reagentes A e B, na proporcéo 1:1. O
reagente A contém 0,4% de acido sulfarico; 0,04% de Brij 35 e 10% de ortoftalaldeido.
O reagente B contém 0,08% de difosfato de primaquina; 0,8% de acido borico; 22% de
acido sulfurico e 0,04% de Brij 35. A cada pogo foram adicionados 200uL da mistura dos
reagentes A e B e a placa foi a incubar durante 50 minutos, a temperatura ambiente na
auséncia de luz. A leitura da densidade otica foi realizada em fluorimetro (TRIAD™
1065, DYNEX Technologies, EUA) com comprimento de onda de 430nm.
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A partir dos resultados da densidade otica (OD), a concentracdo de ureia foi

calculada, utilizando a seguinte equagé&o:
[Ureia]l = [(ODamostra - ODbranco) / (ODpadrao - ODbranco)] x n x [Padrao] (mg/dL)

onde, n é o fator de diluicdo das amostras, que serd igual a 1, pois no nNoOsso caso as
amostras ndo foram diluidas e a [Padrao] € igual a 5. A intensidade da cor é diretamente

proporcional a concentracao de ureia nas amostras.

3.7.2 — Marcacao das células com anticorpos monoclonais para citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica de anélise de células baseada no uso de raios
laser, anticorpos monoclonais, fluorocromos, eletrénica e analise por software de
computacdo. Esta técnica permite a avaliacdo de caracteristicas fisicas, quimicas e
biologicas de diversos tipos celulares. As células estudadas devem ser previamente
marcadas com anticorpos conjugados com fluorocromos, conforme a molécula de
interesse. Dessa forma, quando as células passarem no aparelho e forem analisadas uma
auma, a luz do laser provoca uma excitacdo no fluorocromo e este emite um comprimento
de onda de determinada cor, que € detectado por um sensor. Este sensor converte a luz
captada em sinais eletrnicos, que sdo enviados ao computador e analisados através de
um software especifico. O resultado sdo informacgdes graficas da intensidade de
fluorescéncia emitida pelo fluorocromo, permitindo estimar a frequéncia de células
positivas e a andlise de complexidade e tamanho (Ferraz et al, 2013)

Os M@ foram recolhidos das microplacas, por aspiragdo simples, uma vez que
eram ndo aderentes, e em seguida foram lavados com 500uL de PBS por centrifugacéo a
300g, durante 10 minutos, a temperatura ambiente. Retirado o sobrenadante, as células
foram fixadas em 200uL de paraformaldeido a 2%, durante 20 minutos, a 4°C, na auséncia
de luz, seguida por outra centrifugacdo, a 300g durante 10 minutos a 4°C, para eliminar
o paraformaldeido. A seguir, as células foram lavadas com 200uL de PBS acrescido de
albumina 2%. Apds centrifugacdo a 300g durante 10 minutos a 4°C, as células foram
incubadas em 100puL do tampao de lavagem (PBS 1x, albumina 2% e Tween 20 a 0,5%)
acrescido dos anticorpos monoclonais diretamente conjugados com fluorocromo. O
tampéo de lavagem possui um detergente (Tween 20) para permeabilizacdo da membrana
celular. Essa permeabilizacdo permite a passagem dos anticorpos para a regido

intracelular, marcando moléculas intracelulares.
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Os anticorpos monoclonais e seus respectivos alvos, além dos fluorocromos

utilizados encontram-se descritos na tabela 3.1.

Comprimento de onda do laser 517 575 660

Filtro de emisséo 525/40 585/42 660/10
Fluorocromo conjugado FITc PE APC
Biomarcador MHC Class | MHC Class Il IL 1-B

Espécie reativa Mouse Mouse Mouse

Clone 34-1-2S M5/114.15.2 NJTEN3
Volume 1 pg/amostra 0,02 pg/amostra 0,06 pg/amostra
Fabricante eBioscience eBioscience eBioscience

Tabela 3. 1- Citometria de fluxo. Caracteristicas do citometro de fluxo utilizado (CitoFlex - Beckman

Coulter) e dos conjugados usados para imunofenotipar M@.

Os anticorpos ndo ligados foram retirados através de uma lavagem com PBS por
centrifugacdo a 300g durante 10 minutos a 4°C. As células foram ressuspendidas em
200puL de tampao de PBS com albumina 2% ¢ mantidas na auséncia de luz, a 4°C, até
serem analisadas por citometria de fluxo.

A leitura foi realizada no citdmetro de fluxo de bancada CytoFLEX, (Beckman
Coulter Life Sciences). Para ajustar a voltagem e fluorescéncia, assegurando a correta
leitura das amostras, foram utilizadas amostras marcadas com um Unico fluorocromo,
bem como uma amostra de células fixadas, mas sem marcacdo, como controle. Os
resultados dos graficos foram analisados com o programa FlowJo V10 (Tree Star Inc.,
USA).

3.8 — Andlise da viabilidade dos M@, através da reducdo de rezasurina

O ensaio de redu¢do de resazurina ¢ utilizado para medir a viabilidade celular. Ele
se baseia no principio da adi¢do de um indicador redox nao fluorescente (resazurina) ao
meio de cultura. Quando metabolizada pelas células vidveis, a resazurina ¢ convertida em
resorufina, uma forma altamente fluorescente. A dimensao desta conversao ¢ um reflexo

da viabilidade celular (Nakayama et al, 1997).
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O teste de resazurina foi realizado em triplicata, ap6s 24 horas de incubacao dos
M@, numa concentracéo de 2 x 10° células por poco de uma microplaca de 96 pogos num
volume total de 200uL/pogo. Os MO foram estimulados com VEs em duas concentragdes
diferentes (7,09 ug/uL e 3,54 ug/uL), extrato total soluvel de antigenos de promastigotas
de L. amazonensis (40 ug/mL) e expostos a promastigotas viaveis na propor¢do de 3
parasitas por M@. As placas foram incubadas durante 24 horas, a 37°C, em atmosfera
hdmida, com 5% de CO2. Os controles positivos utilizados foram M@ em repouso, ou
seja, M@ incubados em meio RPMI ou Schneider, e o controle negativo foi M@
incubados em meio contendo paraformaldeido a 2%.

O sal de resazurina foi dissolvido em hidréxido de aménio de forma que a solugéo
stock tivesse uma molaridade de 3,9mM. A solucéo de trabalho consistia em PBS 1x com
resazurina a uma concentracao final de 0,033 pug/mL. Ao final das 24 horas, a cada poco
foi acrescentado 25uL desta solugdo de trabalho. A leitura em fluorimetro foi realizada
imediatamente ap0s o acréscimo da solucdo e uma hora depois. A intensidade da
fluorescéncia foi lida a 595 nm, apds excitacdo a 535nm, no fluorimetro TRIAD™ 1065
(Dynex Technologies, EUA) e analisados pelo software Concert TM — TRIAD™ versdo
2.1.0.17. A anélise dos dados foi feita por regressao linear e os gréficos e testes estatisticos
realizados no Excel Office 2019 (Microsoft).

3.9 - Soros anti- L. amazonensis de camundongos BALB/c

Os camundongos foram divididos em dois grupos: 6 controles e 7 infectados. Os
animais do grupo controle negativo, camundongos ndo infetados, foram mantidos nas
mesmas condicdes de ambiente e alimentacdo que o outro grupo de camundongos
infetados. Os animais do grupo infectado foram inoculados na regido intraperitoneal com
10° promastigotas de L. amazonensis. Apds oito semanas de infecgao, foi coletado sangue
da cauda de cada animal dos dois grupos. Essas amostras foram centrifugadas a 2000g,
durante dois minutos, a temperatura ambiente. O soro foi utilizado para analisar a
producdo de anticorpos através de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) em
amostras com diluicdo seriada (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 e 1:16).

Pararealizar o ELISA, foi feita a sensibilizacdo de placas de 98 pogos, com extrato
de antigeno total de L. amazonensis. A solucdo de antigeno total foi adicionada a tampéo
de bicarbonato a um pH de 9,6, na concentracao proteica de 1pug em 100uL, por pogo.

Essa solucdo foi deixada a 4°C durante a noite. Apos este tempo, a placa foi lavada trés
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vezes com solucdo de lavagem (PBS 1x com Tween 20 a 0,05%). Em seguida foi
adicionado solugdo de bloqueio (leite em po6 desnatado diluido a 5% em PBS 1x com
Tween 20 0,05%). Ap6s uma hora de bloqueio, a 37°C, a placa foi lavada uma vez,
estando em condigdes de ser utilizada.

O ELISA é um método baseado na reatividade de anticorpos especificos anti-
Leishmania existentes no soro, com antigenos fixados em suporte plastico (placa de 96
pocos). Este reconhecimento é revelado através de um segundo anticorpo conjugado com
uma enzima (peroxidase), permitindo a visualizacdo da reacdo quando é adicionado o
substrato da enzima. A leitura foi realizada com filtro de 492nm, no aparelho Multiskan
GO (Thermo Scientific), e analise dos resultados no software “Thermo Scientific Skanlt
Software”.

Apds confirmacdo da resposta adequada da producéo de anticorpos pelo grupo de
camundongos infectados, foi realizada a eutanésia, para obtencdo de amostras de sangue
total e posterior extracdo do soro. Os camundongos foram submetidos ao procedimento
sob anestesia geral e foi retirado sangue do plexo braquial. O ba¢o dos camundongos do
grupo infectado foi retirado, para realizacdo de imprint citoldgico, corado com eosina e
Giemsa e visualizacdo em microscopio optico a fim de pesquisar formas amastigotas de
L. amazonensis.

O sangue total foi centrifugado a 2000 g durante 15 minutos, a temperatura
ambiente. Foram separadas e identificadas aliquotas de 30 e 50 puL do soro de ambos os
grupos de animais, e congelados a -80°C para uso posterior.

O soro dos dois grupos de animais foi analisado através de ELISA, em placas
sensibilizadas com antigeno total de L. amazonensis, para a pesquisa de anticorpos, nas
titulacGes de 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200. O cutoff considerado foi a média das absorbancias
do grupo néo infectado (controle negativo), descontado o valor de absorbancia do branco,

acrescida de trés vezes o desvio padréo.

3.10 — Soro de humanos portadores de leishmaniose tegumentar americana (LTA)

Os soros de humanos utilizados para a pesquisa de imunorreatividade das VEs de
L. amazonensis foram cedidos pelo Dr. Edward Jose Oliveira, pesquisador do Laboratorio
de Anélises Clinicas do Centro de Pesquisas René Rachou — Belo Horizonte, Minas
Gerais. Foram utilizados 10 soros de individuos saudaveis (exclusdo previamente
realizada in house pelo ELISA rK39), como controle negativo, e 10 soros de pacientes

diagnosticados com LTA (exame clinico e RIFI). Para realizacdo dos experimentos,
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foram feitos pools com 10uL do total de soros de cada grupo, totalizando 100uL por

grupo (doentes e controle negativo).

3.11 — Caracterizacdo das proteinas das VEs de L. amazonensis por SDS-PAGE e

sua imunogenicidade

3.11.1 - SDS-PAGE

Para visualizacdo das fragdes proteicas das VEs, foi realizado SDS-PAGE em
mini géis. Para cada canaleta do gel, foi preparado uma solucdo de 20ug de VES em
tampéo de amostra 2x, na propor¢ao de 1pL de amostra para 1uL de tampao. Esta solugdo
foi aquecida a 95°C em termobloco, durante cinco minutos.

Os géis de eletroforese foram preparados a 12%, com gel de empilhamento (stack)
de 4%. A espessura dos géis era de Imm. As amostras de VEs foram colocadas nas
canaletas em triplicado. O controle positivo foram amostras de 20ug de antigeno total de
L. amazonensis, e o controle negativo foi meio de cultura puro em FBS 10%. Em cada
gel foi colocado um padréo de massa molecular ndo corado (BioRad).

Para a eletroforese, foi aplicado uma corrente de 60V e 50mA nos primeiros 20
minutos, seguido de aumento da voltagem para 120V, mantendo a amperagem.

Apds o término da corrida, que variava entre uma e uma hora e meia, os géis foram
fixados com solugdo de acido ortofosforico 2% e etanol 30% (fixador 1), seguida de &cido
fosforico 2% (fixador 2) e 4cido ortofosférico 2%, etanol 18% e sulfato de aménio 12%
(fixador 3). A seguir, 0,1% de azul brilhante de Comassie G250 4% foi acrescentado a
solucdo fixadora e mantido durante cinco dias. Apds este periodo, 0 excesso de corante
era retirado com solucédo descorante lenta (metanol 10% e acido acético 5%).

O célculo das massas moleculares (em kDa) das bandas proteicas foi realizado
conforme as orientagbes do fabricante do padrdo de massa molecular (Bio-Rad).
Resumidamente, obtém-se a curva tracando o logaritmo das massas moleculares do
padrdo utilizado versus a mobilidade relativa (Rf) de cada proteina do padrdo. A Rf é
calculada pela razéo entre a distancia de migracdo da proteina pela distancia total de
migrag&o do corante (em centimetros). A curva pode ser utilizada para o célculo da massa

molecular de fracdes proteicas desconhecidas.
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3.11.2 — Western-blot

O estudo da imunogenicidade das VEs foi realizado com soro de camundongos
infectados e em soro de humanos portadores de LTA. ApoOs separacdo das fracGes
proteicas das VEs em SDS-PAGE, foi efetuada a transferéncia das proteinas para uma
membrana de nitrocelulose. A transferéncia foi realizada num Semi Dry Blotter TE 77
PWR (Amersham Biosciences), a 1.6 mA/cm2, em 45 minutos.

A membrana foi cortada em tiras para separar 0s duplicados e deixada em solucéo
de bloqueio (PBS + leite em pd 5%) durante uma hora. Em seguida, lavada rapidamente
com agua destilada.

Para a andlise da imunorreatividade das VEs ao soro dos camundongos BALB/c
infectados por L. amazonensis, cada metade da membrana de nitrocelulose foi
identificada e incubada, separadamente, em soro de camundongo infectado (1:100) e soro
de camundongo ndo infectado (controle negativo), na mesma diluicdo. As membranas
foram deixadas a incubar durante cerca de 8h a 4°C. Em seguida foram lavadas e
incubadas em solugdo contendo o anticorpo secundario (Anti-Mouse 1gG (whole
molecule) - Peroxidase antibody produced in rabbit, Sigma-Aldrich) conjugado com
peroxidase, na concentracdo de 1:500, durante uma hora.

Para a analise da imunorreatividade das VEs ao soro de humanos portadores de
LTA, foi realizado procedimento idéntico. A membrana foi dividida em duas,
identificadas e incubadas, separadamente, em soro de humano portador de LTA (1:100)
e soro de humanos saudaveis (controle negativo), na mesma diluicdo. Apos incubacéo
durante 8h a 4°C, as membranas foram lavadas e incubadas com o anticorpo secundario
(Goat Anti-Human IgG Antibody, HRP conjugate, Sigma-Aldrich) conjugado com
peroxidase, na concentracdo de 1:5000, durante uma hora e meia.

Apds lavagem e incubacdo das membranas em PBS, por cinco minutos, foi
realizada a revelagdo com o kit Pierce ™ ECL Western Blotting Substrate, da Thermo
Fisher Scientific e imagem do resultado foi capturada pelo sistema de camera digital CCD
do aparelho ImageQuant™ LAS 500, da GE Healthcare Bio-Sciences AB.

Para o calculo da massa molecular das bandas reativas nos testes de Western-blot,
foram seguidas as orientacdes do fabricante do padrdo de massa molecular pré-corado
(Bio-Rad).
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3.12 — Eletroforese bidimensional (2-DE) das proteinas das VEs

A eletroforese bidimensional (2-DE) é uma técnica utilizada para separacdo de
proteinas de uma determinada amostra, considerando duas dimensdes: o ponto isoelétrico
da proteina e sua massa molecular. Durante a primeira dimensédo, denominada focalizagédo
isoelétrica (IEF), as proteinas sdo separadas em um uma tira fina de gel de poliacrilamida
(strip) com um gradiente de pH. Através da aplicacdo de uma corrente elétrica, as
proteinas migram ao longo deste gel, até encontrarem uma faixa de pH referente ao seu
ponto isoelétrico, onde ficam com carga total neutra, interrompendo a migracédo no gel.
Na segunda dimensdo, essas proteinas separadas na IEF sdo submetidas a uma
eletroforese convencional em gel de poliacrilamida e SDS, migrando ao longo do gel de
acordo com sua massa molecular. Como esses parametros de ponto isoelétrico e massa
molecular sdo independentes, o resultado é uma separacdo mais especifica das proteinas
e com grande resoluc¢do, formando pontos (spots) de proteinas que, quando corados com
Comassie Blue G250 ficam visiveis (Junior et al, 2013).

Foi realizada a eletroforese 2-DE com VEs das cepas BA125 e BA336 de L.
amazonensis. Para cada estirpe, foram utilizadas tiras de gel comerciais (strips), de 7cm
de comprimento, com gradiente de pH imobilizado (IPG) de 4 a 7 (Immobiline™
DryStrip — Cytiva). As strips de 7cm foram hidratadas, durante 12 horas a temperatura
ambiente, com190ug de proteina em tampéo IEF (Ureia 8M, Tioureia 2M, CHAPS 4%,
azul de bromofenol 0,0025%) num volume final de 125uL. A seguir, as tiras foram
colocadas no equipamento Ettan™IPGPhor™3 (GE-Healthcare) para IEF, com uma
corrente elétrica maxima de 50uA/strip e a voltagem aplicada foi de 500V durante 8
horas, 1000V durante duas horas, 5000V durante uma hora e meia, 5000V até acumular
16000Vh e 500V por seis horas (Fig. 2).

Apos a IEF, as strips foram equilibradas, para reducdo e alquilagdo das proteinas,
utilizando tampé&o de equilibrio (50 mM de Tris 1,5M pH 8,8, 6M Uréia, 30% Glicerol,
2% Dodecil Sulfato de Sadio - SDS, 0,001% v/v Azul de Bromofenol 0,5%) acrescido de
Ditiotreitol (DTT) 10mg/mL, durante 15 minutos, sob leve agita¢do seguido por mais 15
minutos de tampdo de equilibrio acrescido de lodoacetamida (IAA) 25mg/mL. Em
sequéncia, as strips foram lavadas em tampéo Tris/glicina 10%, posicionadas no topo do
gel de poliacrilamida — SDS 12% e cobertas por agarose 0,5% previamente aquecida.
Nesta fase da eletroforese foi utilizado o equipamento Ettan DALTSsix Electrophoresis

Unit (GE — Healthcare), com corrente elétrica programada para: um maximo de 50mA,
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70 V nos primeiros 15 minutos, seguido de 100V no restante da corrida, que demorou
cerca de uma hora.

Ap0s o término da corrida, os géis foram fixados com solucéo fixadora 1, 2 e 3
(anteriormente descritas) e, apos esta fixacao, foi acrescentado a ultima solucdo, 0,1% de
azul brilhante de Comassie G250 4%. Os géis foram corados durante cinco dias, tendo o
excesso de corante sido eliminado com solugdo descorante lenta (metanol 10% e &cido

acético 5%). No final os géis foram fotografados e analisados.
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Figura 2 - Programacao da corrente elétrica aplicada para focalizagéo isoelétrica das strips de 7cm.
A linha azul do gréafico representa o que foi programado e a linha vermelha representa a corrente que foi
realmente aplicada.
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4 — Resultados

4.1 — In vitro, promastigotas da espécie L. amazonensis libertam vesiculas

extracelulares

As formas promastigotas de L. amazonensis libertaram vesiculas extra celulares

(VEs) para o meio de cultura, durante as 72 horas de periodo de vesiculacéo.

A viabilidade dos parasitas foi avaliada ao final deste periodo de vesiculagéo, pelo
teste do azul de Tripan e a média de parasitas viaveis foi de 94,2%, 93,8% e 96%, para as
estirpes M2269, BA125 e BA336, respectivamente.

As VEs extraidas pela técnica de ultracentrifugacéo do sobrenadante da cultura de
L. amazonensis foram analisadas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) e
imagens foram adquiridas. As VEs apresentam formas arredondadas e tém, em média,
200 nm de didmetro (Fig.3).

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varrimento (MEV), das estirpes

M2269, BA125 e BA336 evidenciaram a formagéo e liberacdo das VEs pelos parasitas
(Fig 4).

Figura 3 - Imagem representativa de VEs de L. amazonensis em microscopia eletronica de

transmissdo (MET). Apds purificagéo, as VEs das estirpes BA 125 e BA 336 foram fixadas e analisadas

por microscopia eletrnica de transmisséo e foram adquiridas imagens.
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Figura 4 - Imagem representativa da morfologia do promastigota da espécie Leishmania amazonensis
e das nanovesiculas. As imagens obtidas por microscopia eletronica de varrimento (MEV) mostram a
forma promastigota do parasita, pré-incubada em meio de cultura e fixada em laminulas contendo poli-L-
lisina, com posterior processamento para MEV. Imagens A e B: estirpe M2269; C e D: estirpe BA125 e

imagens E e F: estirpe BA336. As setas brancas indicam as VES, na membrana celular do parasita ou livres.
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4.2 — As VEs de L. amazonensis contém a metaloprotease gp63

A técnica de Dot blot efetuado com o extrato puro das VESs de L. amazonensis das
cepas BA125 e BA336 e anticorpo primario anti-gp63 de Leishmania evidenciou a
presenca da glicoproteina de 63kDa nas VESs, em todas as amostras analisadas. O controle

com antigenos totais também foi positivo (Fig. 5).

As imagens dos pontos reativos em ambos os extratos (VES e antigénios totais),
obtidas com 0 mesmo tempo de exposi¢cdo e no mesmo momento foram comparadas no
aplicativo Image J, confirmando a observacao visual de que os pontos dos extratos de
VEs, mesmo que reativos, eram mais claros que os do extrato de antigenos totais,

indicando maior concentracdo desta proteina nos antigenos totais, em relacdo as VEs.

Lote 1 Lote 2 Lote 3

BA125 O ®) @) BA125

BA336 (o) Q o BA336

Figura 5 — Deteccdo da presenca de gp63 nas VEs de L. amazonensis. Apds a sensibilizacdo da
membrana de nitrocelulose com trés lotes biologicos de extrato de VEs de L. amazonensis (A) e antigenos
totais (AgT) (B) das estirpes BA125 e BA336, 0 anticorpo primario anti-gp63 (1:500) e secundario anti-
mouse conjugado a peroxidase (1:500) foram adicionados ao Dot-blot. A reacéo de quimioluminescéncia

foi captada pelo sistema de camera digital CCD do aparelho ImageQuantTM LAS500.
4.3 — VEs de L. amazonensis incluem a proteina HSP70

As VEs foram analisadas em SDS-PAGE e transferidas para a membrana de
nitrocelulose. Apos incubacdo com anticorpos primarios e secundarios (soro de coelho

anti-HSP70 e anti-coelho conjugado com HRP, respectivamente), a presenca da proteina

de choque térmico de 70kDa (HSP70) foi demonstrada pela presenca de uma banda
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quimioluminescente de mesmo peso molecular que o controle positivo utilizado (HSP70

recombinante) (Fig. 6).

KDa MM HSP70 M2269

200
116

66 e R 71

45

31

21

Figura 6 - Imagem representativa da identificacdo da proteina HSP70 em VEs. Apos transferéncia das
proteinas das VEs para membrana de nitrocelulose, a membrana foi submetida a incubagdes sequenciais
com anticorpo policlonal anti-HSP70 (1:1500) e anticorpo anti-coelho (1:300) conjugado com peroxidase.
As bandas azuis representam as proteinas do padrdo de massa molecular (MM); na segunda tira esta a
proteina recombinante HSP70 (HSP70); na terceira tira, estdo as proteinas das VEs da estirpe M2269. A
reacdo de quimioluminescéncia foi captada pelo sistema de camera digital CCD do aparelho ImageQuant™
LAS500.

4.4 — O tamanho das VEs libertadas por promastigotas de L. amazonensis variam

com a estirpe

Apbs a ultracentrifugacdo do sobrenadante das culturas, as particulas foram
ressuspendidas em meio de cultura e a distribuicdo de tamanho e densidade dessas
particulas foi obtida por NTA. A anélise das VEs purificadas a partir da estirpe BA125
evidenciou a presenca de particulas com tamanho entre 31 a 364 nm, sendo mais frequente
as VEs com 152 e 250nm e tamanho médio global de 226 nm (226,4 + 5,4nm). A estirpe
BA336 libertou particulas de 50 a 378 nm, com maior densidade de particulas de 169 nm
e media global de 198 nm (198,3 + 1,9nm) (Fig. 7). A densidade média das VEs
produzidas pelas estirpes BA125 e BA336 foi de 4,57 x 108 e 6,64 x108 particulas/mL,
respectivamente. Estes resultados indicam que a metodologia de ultracentrifugacdo

permite a extracdo de VEs produzidas por L. amazonensis e libertadas no meio de cultura.
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Figura 7- Tamanho, densidade e intensidade das VEs libertadas por L. amazonensis - O meio de
cultura de promastigotas foi ultracentrifugado e as VEs ressuspendidas e analisadas por rastreamento de
nanoparticulas (NTA). A dimensdo versus concentracdo (A e C) e a dimensdo versus intensidade (B e D)
de nanoparticulas do meio de cultura de L. amazonensis, estirpes BA125 (A e B) e BA336 (C e D)

encontram-se representadas graficamente.

45— Diferentes metodologias de purificacdo de VEs apresentam rendimentos
proteicos diversos

A massa de proteinas de VEs recuperadas a cada 108 promastigotas da estirpe
M2269 de L. amazonensis, purificadas pelo kit Exossome Spin Columns, variou entre 1,42
e 5,46mg. O rendimento proteico desta mesma estirpe, quando foi utilizado o reagente
comercial Total Exosome Isolation Reagent, foi de 0,26 a 0,4 mg/108 promastigotas.

Com as estirpes BA125 e BA336 de L. amazonensis, a relacdo de proteinas de
VEs obtidas por ultracentrifugacéo, a cada 108 promastigotas, variou entre 0,04 e 0,07mg
(Tabela 4.1).
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Estirpe  método de extracio N° d(exri%rga;mtas protgizs?mg) (mrr;i%asl B:::::::s) método de dosagem
M2269 coluna 54 29,5 5,46 Espectrofotometria (Nano drop®)
M2269 coluna 59 31,4 5,32 Espectrofotometria (Nano drop®)
M2269 coluna 42 6,07 1,42 Espectrofotometria (Nano drop®)
M2269  reagente de isolamento 59 2,38 0,40 Espectrofotometria (Nano drop®)
M2269  reagente de isolamento 18 0,47 0,26 Bradford

BAL25 ultracentrifugacio 4,6 0,228 0,05 Bradford

BA125 ultracentrifugacao 5,2 0,186 0,04 Bradford

BA125 ultracentrifugacio 5.4 0,282 0,05 Fluorometria (Qubit®)
BA336 ultracentrifugagio 56 0,398 0,07 Bradford

BA336 ultracentrifugacio 76 0,322 0,04 Bradford

BA336 ultracentrifugagio 6,3 0,339 0,05 Fluorometria (Qubit®)

Tabela 4. 1- Concentracao proteica das VEs de L. amazonensis. VEs foram isoladas de trés estirpes,

por trés métodos diferentes e a massa proteica foi estimada a partir de diferentes metodologias de dosagem.

4.6 — M@ estimulados por VEs mantém a viabilidade

A viabilidade dos M@ murinos estimulados por VEs de L. amazonensis durante
24 horas foi analisada por flurimetria antes da adicdo de resazurina (tempo zero) e uma
hora depois da adigdo da resazurina. Em paralelo, a viabilidade de M@ em repouso
(controlo positivo), M@ expostos a promastigotas de L. amazonensis, M@ estimulados
com antigeno soltvel de L. amazonensis, M@ estimulados com PMA e M@ com
paraformaldeido (controlo negativo) foi também analisada (Tabela 4.2).

Os controles positivos (M@ em repouso no meio RPMI ou Schneider)
apresentaram elevada fluorescéncia e o0 grupo controle negativo (M@ em
paraformaldeido) apresentou atividade zero. A transformacao da resazurina em resorufina
é um indicador direto da capacidade metabolica dos M@. Considerando que as leituras da
fluorescéncia sdo diretamente proporcionais a viabilidade celular (Kumar et al, 2018), os
M@ expostos as VES, aos promastigotas, ao antigeno total e ao PMA, bem como 0s M@

em repouso, foram considerados viaveis.

Os valores de fluorescéncia de trés amostras por cada grupo foram analisados e o
teste de ANOVA aplicado mostrou que houve diferenca significativa (p<0,05) entre a
atividade celular do grupo controle negativo e 0s outros grupos, assim como entre 0s
macrofagos em repouso (controlo positivo) e 0s outros grupos (Fig. 8), indicando que M@
estimulados por VEs e antigénio e M@ expostos aos parasitas mantiveram a viabilidade

e até se multiplicaram.

36



Resultados

Fluorescéncia

M@ TO T1 Incremento (%)
RPMI (CP2) 3354769 7380532 120,00%
Schneider (CP1) 5682493 13621346 139,71%
VESs 7,09 mg/ml 4343849 6887539 58,56%
VEs 3,54 mg/ml 3788870 6059005 59,92%
Leish 5130957 8082756 57,53%
AgT 4448092 7177903 61,37%
PMA 2722070 4525616 66,26%
paraformaldeido (CN) 0 0 0,00%

Tabela 4. 2— Viabilidade de M@, estimulados com VEs de L. amazonensis. A viabilidade de M@
estimulados por VEs, nas concentragdes 7,09 e 3,54pg/uL (VEs 7,09 e VEs 3,54), antigenos totais na
concentragdo 40ug/mL (AgT), PMA na concentragdo 30uM e MO expostos a promastigotas de L.
amazonensis, na propor¢do 1:3 (Leish) foi determinada pela adigdo da resazurina (0,0066pg/pogo). E a
fluorescéncia foi lida antes da adicdo (tempo zero) e uma hora ap6s a adi¢do de resazurina. Na tabela
encontra-se indicada a média da leitura de fluorescéncia de trés amostras. Como controlo positivo (CP)
foram utilizados M@ em meio RPMI + FBS 10% (RPMI) e M@ em meio Schneider + FBS 10% (SCH) e
como controlo negativo (CN - células inviaveis) foi utilizado M@ com paraformaldeido 2%. A quarta
coluna indica o aumento percentual da intensidade da fluorescéncia resultante da comparacdo entre a

fluorescéncia ao tempo zero (TO) e ao fim de uma hora (T1).

4.7- A concentragdo mais elevada de VEs promove a ativacao de M@ com fenotipo
M2

Para avaliar o tipo de atividade dos M@ estimulados pelas VEs, a concentracdo de
ureia foi quantificada ao fim de 24 horas de incubacdo. Os M@ em meio RPMI
produziram, em média, 4,47mg/dL de ureia, enquanto que os M@ em meio Schneider
libertaram cerca de 6,82 mg/dL. M@ estimulados com PMA (controle positivo)
apresentaram uma concentracdo média de ureia de 5,83 mg/dL. A analise comparativa
entre os controles positivo e negativo no mesmo meio de cultura (M@ em RPMI + PMA
e M@ em RPMI) mostrou producéo significativamente elevada de ureia no grupo controle
positivo (p=0,007) (Fig. 9).

A concentracdo média de ureia produzida pelos M@ foi: 8,01 mg/dL no grupo
das VEs mais concentradas; 7,67mg/dL no grupo das VEs mais diluidas; 4,17 mg/dL no
grupo do extrato antigénico; e 4,57 mg/dL no grupo de M@ expostos aos promastigotas

de L. amazonensis;

Apenas os M@ estimulados com a concentracdo mais elevada de VES produziram

significativamente mais ureia que o controlo negativo (p=0,03) (Fig 10).
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Figura 8- Viabilidade dos M@ apds a estimulacdo com VEs. O teste foi realizado 24h apds incubagéo
dos M@ com VEs na concentracdo de 7,09ug/pL (VEs 7,09), VEs na concentragdo de 3,54ug/pL (VEs
3,54), L. amazonensis na propor¢do de trés parasitas por M@ (Leish), antigeno total na concentracdo de
40pg/mL (AgT) e PMA na concentragdo de 30uM e a leitura de fluorescéncia foi realizada ao tempo zero
e 1h apo6s adicéo de resazurina. Os controles positivos foram M@ em repouso em meio RPMI + FBS 10%
(RPMI) e M@ em repouso em meio Schneider + FBS 10% (SCH). O controle negativo (células inviaveis)
foram M@ expostos a solucdo de paraformaldeido a 2%. A média da leitura de trés amostras esta
representada por grafico de linhas. Os simbolos (*) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os

controles positivos (RPMI e SCH), controle negativo (paraformaldeido) e as demais condicdes.
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Figura 9 - Produgéo de ureia por M@ néo estimulados e estimulados por PMA. M@ incubados em
RPMI + FBS10% constituiram o controle negativo (CN) e M@ estimulados por PMA, na concentragéo de
30uM, foram usados como controle positivo. Os resultados de trés experiéncias independentes e de
duplicatas por amostra encontram-se representados por caixas de bigodes, médias, maximos e minimos. Os
resultados foram estatisticamente analisados pelo Wilcoxon signed rank test (p < 0,05) para amostras

emparelhadas. O simbolo (*) indica diferencas significativas entre o CN e o CP.
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Figura 10- Producéo de ureia por M@ estimulados por VEs de L. amazonensis. A ureia foi quantificada
no sobrenadante de M@ estimulados por: VEs na concentracéo de 7ug/pL (VEs 7,09) (A) e 3,5ug/uL (VEs
3,54) (B), promastigotas de L. amazonensis (leish) (C) e extrato antigénico na concentragdo de 40pg/mL
(AgT) (D). Em paralelo, sobrenadantes de M@ em repouso foram utilizados como controlo negativo (CN).
Os resultados de trés experiéncias independentes e de duplicatas por amostra encontram-se representados
por caixas de bigodes, indicando médias, maximos e minimos. Os resultados foram estatisticamente
analisados por Wilcoxon signed rank test (p < 0,05) para amostras emparelhadas. O simbolo (*) indica
diferengas significativas entre 0 CN e 0s M@ estimulados com 7ug/uL de VEs.

4.8 — Promastigotas e VEs de L. amazonensis inibem a producgéo de IL-1p por MO

Para analisar a producdo de IL-1p pelos Md, as células foram marcadas com
anticorpos anti-IL-1pB conjugado ao fluorocromo APC. O histograma e a fluorescéncia
dos M@ ndo marcados com este anticorpo foram utilizados para selecionar os eventos que
representavam M@ IL-1p* (Fig. 11).

Cerca de 1,6% de células dos dois controles negativos (M@ em repouso nos meios
RPMI + FBS 10% ou Schneider + FBS 10%) produziram IL-1p, indicando que nestas
condigdes ocorrem expressao basal desta citocina. O controle positivo (M@ estimulados
com PMA) evidenciou aumento da frequéncia das células que produzem IL-1B. O teste

ANOVA aplicado entre os controles negativos e positivo mostrou uma diferenca
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significativa entre as médias (p=0,006), demonstrando que as celulas utilizadas estavam

viaveis e funcionais (Fig. 12).

A producéo de IL-1p por M@ estimulados com o extrato antigénico (1,58%) foi
semelhante ao controlo negativo, indicando que o antigenio total ndo interferiu na
producdo de IL-1p pelos M@ (Fig 11). Os M@ estimulados com 7 e 3,5 pg/uL de VEs
apresentaram, respectivamente, 0,23% e 0,39% de células produzindo IL-1p. Em relacdo
ao grupo de células em repouso, a produgéo de IL-1p pelos M@ foi significativamente
menor (p=0,0006 e p=0,0007). De modo semelhante, apenas 0,5% dos M@ expostos aos
promastigotas produziram IL-1p, sendo significativamente diferente do controlo negativo
(p=0,001) (Fig. 13).

Estes resultados sugerem que os parasitas e as VES, independentemente da
concentracdo utilizada, inibem rapidamente (no periodo de 24 horas) a producéo de IL-
1B pelos M@. A presenca das vesiculas extra celulares, bem como dos parasitas
provocaram, nos M@, a redugéo da producgéo de IL-1B, em relagéo a produgdo basal do

controle negativo (Fig. 14).
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Figura 11- M@ ndo marcados com anti-IL-1f. O histograma dos M@ ndo marcados com anticorpo anti-

IL-1p foram utilizados para determinar os limites de fluorescéncia positivos para esta interleucina.
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Figura 12 - Producao de IL-1p por M@ controlo. Apos 24h de incubagdo, M@ em meio de cultura RPMI
+ FBS10% (Controlo negativo 1/CN1); em meio Schneider + FBS10% (controlo negativo 2/ CN2); e em
meio de cultura (RPMI + FBS10%) com 30puM de PMA (controlo positivo/ CP) foram marcados com
anticorpo anti-IL-1p e analisados por citometria de fluxo. Os resultados de trés experiéncias independentes
e duplicatas por amostra encontram-se representados por caixas de bigodes. Os resultados foram
estatisticamente analisados pelo teste de ANOVA (p < 0,05), com analise post hoc de Games-Howell. O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre o CP e 0s CNs.
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Figura 13 - Producéo de IL-1p por M@ estimulados com VEs. M@ estimulados com VEs na
concentracédo de 7,09ug/pL (A) e 3,54pg/puL (B), expostos a promastigotas de L. amazonensis na proporcéo
de trés parasitas por M@ (C), estimulados por antigeno total na concentragéo de 40ug/mL (D) e M@ néo
estimulados (controles negativos - CN1 e CN2) foram analisados por citometria de fluxo. Os resultados de
trés experiéncias independentes e duplicatas por amostra encontram-se representados por caixas de bigodes.
Os resultados foram estatisticamente analisados por Wilcoxon signed rank test (p < 0,05). O simbolo (*)

indica diferencas significativas entre os grupos.
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Figura 14— Plots representativos da produgdo de IL-1f por M@ estimulados com VEs. MQ
estimulados com VEs na concentracdo de 7,09ug/uL e 3,54ug/ulL; antigeno total na concentragdo de
40pg/mL e expostos a promastigotas de L. amazonensis na propor¢do de trés parasitas por M@ foram
marcados com anticorpo monoclonal anti-IL-1f e analisados por citometria de fluxo. Em paralelo foram

também analisados os controles negativo e positivo.

4.9 — As VEs de L. amazonensis ndo interferem com a apresentacao antigénica

através das moléculas de classe | do MHC

Para analisar a capacidade dos M@ murinos em apresentarem 0s antigenos das
VEs aos linfocitos T CD8*, fomos analisar a expressao das moléculas de classe | do MHC,
por meio da citometria de fluxo. As células foram marcadas com anticorpos anti-MHC |
conjugado ao fluorocromo FITC. A fluorescéncia dos M@ ndo marcados com este
anticorpo foi utilizada para selecionar os eventos que representavam M@ MHC I* (Fig.
15).
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Nos grupos controle negativo (M@ em repouso), a média de frequéncia de M@

MHC I* foi de 78,1% (RPMI + FBS 10%) e 78,4% (Schneider + FBS 10). O grupo
controle positivo (M@ estimulados com PMA) exibiu uma frequéncia média de 66,9% de
M@ MHC I*. O teste de ANOVA com post hoc de Games Howell aplicado entre os

controles negativos e positivo mostrou diferenca significativa (p=0,02) (Fig. 16).

Nos M@ estimulados por VEs, a frequéncia de M@ MHC I* foi de 74,4% (7 pug/uL
de proteinas das VESs) e 80,4% (3,5 pg/pL de proteinas das VESs). A exposi¢édo dos M@
aos promastigotas gerou uma frequéncia média de 73,5% de M@ MHC I*, enquanto que

M@ estimulados por extrato antigénico evidenciaram 68,5% de M@ MHC I,

Quando comparados com o controlo negativo (RPMI + FBS 10%), a frequéncia
dos M@ MHC I* estimulados pelo antigénio era significativamente menor (p=0,02) (Fig.
17), indicando que o antigénio total de L. amazonensis é pouco apresentado pelo
complexo MHC I.

A populacéo positiva para a expressdo de moléculas MHC | é menor no grupo
estimulado com PMA e com antigenos totais quando comparado aos M@ em repouso
(Fig. 18).
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Figura 15- M@ ndo marcados com anti-MHC 1. O histograma de M@ ndo marcados com anti-MHC |

foram utilizados para determinar os limites de fluorescéncia positiva para M@ MHC ™.
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Figura 16— Frequéncia de M@ MHC I* nas populacdes de M@ controlo. M@ incubados durante 24
horas, em meio de cultura RPMI + FBS10% (controlo negativo - CN1), em meio Schneider + FBS 10%
(controlo negativo - CN2), em meio de cultura (RPMI + FBS10%) com PMA (30uM) (controlo positivo —
CP), foram marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC | e analisados por citometria de fluxo. Os
resultados de trés experiéncias independentes e duplicatas por amostra encontram-se representados por
caixas de bigodes, indicando médias, maximos e minimos. Os resultados foram estatisticamente analisados
pelo teste ANOVA (p < 0,05), com anélise post hoc de Games Howell. O simbolo (*) indica diferengas
significativas entre o CP e 0s CNs.
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Figura 17— Frequéncia de M@ MHCI™ nas populactes de M@ estimuladas por VEs. M@ estimulados
durante 24 horas com VESs na concentracéo de 7,09ug/uL (A) e na concentracéo de 3,54pg/puL (B), expostos
a promastigotas de L. amazonensis na proporcéo de trés parasitas por M@ (C) e estimulados com antigenos
totais (40ug/mL) (D) foram marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC | e analisados por citometria
de fluxo. Os controles negativos foram M@ em repouso em meio RPMI + FBS 10% (CN1) e M@ em
repouso em meio Schneider + FBS 10% (CN2). Os resultados de trés experiéncias independentes e
duplicatas por amostra encontram-se representados por caixas de bigodes, indicando médias, maximos e
minimos. Os resultados foram estatisticamente analisados por Wilcoxon signed rank test (p < 0,05). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre o grupo exposto ao extrato antigénico quando comparado

ao controle negativo.
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Figura 18- Plots representativos da frequéncia de M@ MHC I* apds estimulacdo com VEs. MJ
estimulados com VEs na concentracdo de 7,09ug/pL e 3,54pg/uL e antigeno total na concentracdo de
40pg/mL e M@ expostos a promastigotas de L. amazonensis na propor¢éo de trés parasitas por M@ foram
marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC | e analisados por citometria de fluxo. Em paralelo foram

também analisados os controles negativo e positivo.

4.10 — As VEs de L. amazonensis ndo interferem com a expressao constitutiva das
moléculas de classe Il dos M@ murinos

Para investigar a capacidade dos M@ murinos em apresentarem os antigenos das
VEs aos linfocitos T CD4*, foi analisado a expressao das moléculas de classe 11 do MHC
por meio da citometria de fluxo. As células foram marcadas com anticorpos anti-MHC 11
conjugado ao fluorocromo PE. O histograma e a fluorescéncia dos M@ ndo marcados
com este anticorpo foram utilizados para selecionar os eventos que representavam M@
MHC II* (Fig. 19).
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Nos grupos controle negativo (M@ em repouso), a média de frequéncia de M@

MHC 1I* foi de 73,8% (RPMI + FBS 10%) e 72,4% (Schneider + FBS 10%). O grupo

controle positivo (M@ estimulados com PMA) apresentou uma frequéncia média de
73,4% de células que expressaram MHC Il (Fig. 20).

Nos grupos expostos as VEs, a frequéncia média de M@ MHC II* foi de 74,2% e
75,8%, respectivamente, para os grupos estimulados com VEs a 7 e 3,5 pg/uL de
proteinas. M@ expostos aos promastigotas de L. amazonensis apresentaram uma
frequéncia média de 71,8% de células MHC 11, enquanto a frequéncia média dos M@
estimulados pelo extrato parasitéario foi de 64,5%. Quando comparados com o controlo
negativo (RPMI + FBS 10%), a frequéncia dos M@ MHC 1" estimulados pelo antigénio
era significativamente menor (p=0,03) (Fig. 21), indicando que o antigénio total de L.

amazonensis € pouco apresentado pelo complexo MHC I1.

A populacdo positiva para a expressdo de moléculas MHC Il € menor somente nos

M@ expostos ao antigeno total de L. amazonensis (Fig. 22).
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Figura 19- M@ ndo marcados com anti-MHC I1. O histograma dos M@ ndo marcados com anticorpo

anti-MHC Il foram utilizados para determinar os limites de fluorescéncia positivos para M@ MHC I1*.

46



Resultados

-
a o
s
X
HE—

% células positivas para MHC Il

RPMI (CN 1) SCH (CN 2) PMA (CP)

Figura 20— Frequéncia de M@ MHC 11 nas populagdes de M@ controlo. M@ incubados durante 24
horas, em meio de cultura RPMI + FBS10% (controlo negativo - CN1), em meio Schneider + FBS 10%
(controlo negativo - CN2), em meio de cultura (RPMI + FBS10%) com PMA (30uM) (controlo positivo —
CP), foram marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC |1 e analisados por citometria de fluxo. Os
resultados de trés experiéncias independentes e duplicatas por amostra encontram-se representados por
caixas de bigodes, indicando médias, maximos e minimos. Os resultados foram estatisticamente analisados
pelo teste ANOVA (p < 0,05), com anélise post hoc de Games Howell. O simbolo (*) indica diferencas

significativas entre o CP e 0s CNs.
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Figura 21— Frequéncia de M@ MHC II* nas populag¢des de M@ estimuladas por VEs. M@ estimulados
durante 24 horas com VEs na concentracdo de 7,09ug/uL (A), na concentracdo de 3,54ug/uL (B), expostos
a promastigotas de L. amazonensis na proporcdo de trés parasitas por M@ (C) e estimulados com antigenos
totais (40pg/mL) (D), foram marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC Il e analisados por citometria
de fluxo. Os controles negativos foram M@ em repouso em meio RPMI + FBS 10% (CN1) e M@ em
repouso em meio Schneider + FBS 10% (CN2). Os resultados de trés experiéncias independentes e
duplicatas por amostra encontram-se representados por caixas de bigodes, indicando médias, maximos e
minimos. Os resultados foram estatisticamente analisados por Wilcoxon signed rank test (p < 0,05). O
simbolo (*) indica diferencas significativas entre 0 grupo exposto ao extrato antigénico quando comparado

ao controle negativo.

47



Resultados

Controle negativo (A) Controle positivo (B) VEs a 7,09ug/uL (C)
7 79
10 3 10
|oe 3 |0° 3
z N;HC ] x =
S L 5 ¥ o S 5
0 0
81 3 762 o 81 3
x x x
8 104'1 3 8 10"1
w w w
10 5 ‘031 10 9
10 10: 10
Ty Y i | Ty T Al ™Y vy Ty Ty Ty Ty Lk | L | ™y
2 3 4 5 L 7 2 3 4 5 L] 7 2 3 4 5 L] 7
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FL2-H : PE-H FL2-H: PE-H FL2-H: PE-H
VEs 3,54ug/uL (D) L. amazonensis (E) AgT de L. amazonensis (F)
74 74
10 3 10 3
|o° 3 10° =3
x £ x
& 10° 7 8 10° 3 8
w UJ w
b T B
3 10°4 2 104 3 104
w w w
10 9 103" 10
2 2 2
10 Ty Ty yreep Ty Ty 10 Ty Ty ey vy Ty 10 vy oy T YTy ey
2 3 4 5 8 7 2 3 - 5 L] 7 2 3 4 5 L 7
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
FL2-H: PE-H FL2-H : PE-H FL2-H: PE-H

Figura 22— Plots representativos da frequéncia de M@ MHC I1* estimulados com VEs. M@
estimulados com VEs na concentragdo de 7,09ug/uL e 3,54pg/pL e antigeno total na concentragdo de
40pg/mL e M@ expostos a promastigotas de L. amazonensis na proporcdo de trés parasitas por M@ foram
marcados com anticorpo monoclonal anti-MHC |1 e analisados por citometria de fluxo. Em paralelo

foram também analisados os controles negativo e positivo.

4.11 — Promastigotas de L. amazonensis infectam camundongos

Apds oito semanas de infeccdo, os camundongos foram submetidos a eutanésia,
para retirada do soro. No grupo de camundongos infectados, além do soro, foram retirados
fragmentos dos bagos e, por meio de imprint seguido de coloracdo com Giemsa, foram
identificadas formas amastigotas de L. amazonensis (Fig. 23). Este resultado confirma a
infeccdo dos camundongos BALB/c, cujo soro foi utilizado para analise de

imunorreatividade das VEs.

O pool de sangue colhido de cada grupo dos camundongos (infectados e controle
negativo), foi centrifugado a 2000g, tendo sido recuperado 1,15mL de soro do grupo

infectado e 1,2mL de soro do grupo controle negativo.
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Figura 23 — Formas amastigotas em camundongos infetados com promastigotas de L. amazonensis.
Decalques de baco corado com solucdo de Giemsa e observados por microscopia ética. Apds oito semanas
de infecdo, formas amastigotas de L. amazonensis (setas vermelhas) parasitam o baco de camundongos

BALB/c. Imagem de microscopia, com ampliacdo de 1000x%.

A confirmacao da infecdo foi feita por titulacdo de anticorpos 1gG por ELISA. Os
valores de cutoff calculados para as titulagbes 1:25, 1:50, 1:100 e 1:200 foram,
respectivamente, 0,219, 0,111, 0,068 e 0,015. O resultado foi considerado positivo para
o0 grupo infectado, em todas as titulacdes testadas, com os respectivos valores: 0,33, 0,19,
0,12 e 0,04 (Fig. 24).
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Figura 24 — Gréfico representativo do nivel de anticorpos IgG anti L. amazonensis nos camundongos
experimentalmente infetados. Soro de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis e soro de
camundongos ndo infetados foram analisados por ELISA in house. Foram avaliadas quatro titulagfes (1:25,
1:50, 1:100 e 1:200), em triplicata e obtido um gréfico de regressdo linear com as titulagdes do soro

infectado (tragado laranja) e do soro controle negativo (tracado azul), com os respectivos R?=0,97 e 0,98.
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4.12 — As VEs de L. amazonensis sdo constituidas por fragdes proteicas com massa
molecular acima de 21kDa

A eletroforese das VEs em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE), permitiu
obter um perfil de bandas proteicas semelhantes nas estirpes BA125 e BA336, mas
diferente na estirpe M2269 (Fig. 25). As VEs das estirpes BA125 e BA336 apresentaram
um conjunto de bandas proteicas compreendidas entre 122 e 31 kDa. As bandas proteicas
mais intensas tinham as seguintes massas: 84, 76, 66 e 62 kDa. As da estirpe M2269
apresentaram um conjunto de bandas proteicas compreendidas entre 128 e 21 kDa, sendo
as mais intensas: 79, 66, 55 e 48 kDa. O valor do R? das curvas de calibracdo dos géis
M2269 e BA125/336 foram de 0,95 e 0,97 respectivamente.
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Figura 25— Imagem representativa da eletroforese proteica das VESs. As proteinas das VEs das estirpes
M2269 (A) e BA125 e BA336 (B) de L. amazonensis foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE) e corados com Comassie Blue G250. As massas moleculares das

proteinas dos padrdes (MM) estdo registradas nas laterais das tiras.

4.13 — Os soros de camundongos infetados por L. amazonensis sdo reativos as VES

As VEs possuem proteinas que sdo reconhecidas por anticorpos de camundongos
BALB/c previamente infetados com L. amazonensis. As proteinas das VEs foram
submetidas a SDS-PAGE e transferidas para membrana de nitrocelulose. As tiras de
nitrocelulose foram incubadas com soro de camundongos previamente infectados por L.
amazonensis (1:100). O soro de camundongo possuia anticorpos com reatividade para
algumas bandas proteicas. Na estirpe M2269 a reatividade foi com uma banda de proteina
cuja massa molecular é de cerca de 94kDa. Nas estirpes BA125 e BA336 as duas bandas

mais fortemente reativas para o soro eram semelhantes e tinham massa molecular de 50
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e 18 kDa (Fig. 26). O soro do grupo controle negativo, ndo apresentou reatividade para
nenhuma banda proteica. Este teste foi realizado em triplicata, com reprodutibilidade dos
resultados. O R? da curva de calibragdo do padrio de peso molecular foi 0,96.
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Figura 26— Imagem representativa das bandas proteicas das VEs reconhecidas por soro de
camundongos infectados com L. amazonensis. Apos transferéncia das proteinas das VEs para membranas
de nitrocelulose, as membranas foram incubadas com soro de camundongos infectados (1:100), anticorpo
secundario 1gG anti-mouse (1:500) conjugado com peroxidase. Os nUmeros nas laterais das tiras
representam a massa molecular das fragdes proteicas. As bandas azuis representam as proteinas do padréo
de massa molecular (MM); nas demais tiras estdo as proteinas das VEs da estirpe M2269 (A), BA125 e
BA336 (B). Os testes foram feitos em triplicata, para cada estirpe. A reacdo de quimioluminescéncia foi
captada pelo sistema de camera digital CCD do aparelho ImageQuant™ LAS500.

4.14 — Soro de humanos portadores de LTA apresenta imunorreatividade para as
VEs
Para verificar se os soros de doentes com LTA tinham anticorpos contra as VESs,

foi efetuado o teste Western blot. As proteinas das VEs foram submetidas a SDS-PAGE
e transferidas para membrana de nitrocelulose. As tiras de nitrocelulose foram incubadas
sequencialmente em soro de humanos portadores de LTA (1:100) e anti-IgG humano
conjugado com peroxidase. O resultado confirmou a reatividade. Uma banda proteica
reativa, com massa molecular de 52 kDa foi comum as VEs de todas as estirpes. Na
estirpe BA125, além desta fracdo proteica, as fracbes proteicas de massa molecular de
150, 121 e 99 kDa também foram reconhecidas pelos anticorpos dos soros. Na estirpe
BA336, além da banda comum as outras estirpes, outras duas, cujas massas foram 175 e

157 kDa também mostraram reatividade (Fig.27). No Western blot feito com soro do
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grupo controle negativo, ndo foram identificadas bandas reativas. O R? da curva de

calibracéo do padréo de massa molecular foi 0,96.
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Figura 27— Imagem representativa das bandas proteicas das VEs reconhecidas por soro de humanos
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portadores de LTA. Apos transferéncia das proteinas das VEs para membrana de nitrocelulose, as
membranas foram incubadas com soro de humanos portadores de LTA (1:100) e anticorpo secundario 1gG
anti-humano (1:5000), conjugado com peroxidase. Os nimeros nas laterais das tiras representam a massa
molecular das proteinas. As bandas azuis representam as proteinas do padrdo de massa molecular (MM);
nas demais tiras estdo as proteinas das VEs da estirpe M2269 (A), BA125 e BA336 (B). Os testes foram
feitos em duplicata, para cada estirpe. A reacdo de quimioluminescéncia foi captada pelo sistema de camera
digital CCD do aparelho ImageQuantTM LAS500.

4.15 - VEs de L. amazonensis contém proteinas de alto, média e baixa massa
molecular

A eletroforese bidimensional realizada com as VEs das estirpes BA125 e BA336,
mostrou um perfil semelhante entre elas, com spots concentrados entre as massas
moleculares de 45 e 97kDa (Fig. 28).
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Figura 28- Separacao das proteinas das VEs de L. amazonensis por eletroforese bidimensional. As
VEs das estirpes BA125 (A) e BA 336 (B) de L. amazonensis foram submetidas a eletroforese
bidimensional. As strips de 7cm com gradiente de pH 4 a 7 foram hidratadas com 190ug de proteinas. Em
seguida, foram submetidos a focalizagdo isoelétrica (IEF), eletroforese, fixacéo e coloragdo com Comassie

Blue G250. O padrdo de massa molecular encontra-se representado no lado esquerdo do gel.
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4.16 — As proteinas das VEs de massa molecular elevada possuem imunorreatividade
ao soro de humanos portadores de LTA

Ap0s eletroforese bidimensional, dois dos quatro géis foram usados para Western
blot e pesquisa de imunorreatividade das proteinas das VEs com soro de humanos
portadores de LTA.

Os géis usados como controle de eletroforese, corados com Comassie Blue G250
evidenciaram a presenca de spots, distribuidos de forma semelhante entre as estirpes
BA125 e BA336, mais concentrados entre os marcadores de massa molecular 66 e 97kDa
(Fig. 29, A e B). Na pesquisa de imunorreatividade, as proteinas de massa molecular
elevada (entre 66 e 116kDa) reagiram com os anticorpos do soro utilizado (Fig. 29 C e
D)
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Figura 29— Eletroforese bidimensional de VEs de L. amazonensis e Western blot com soro de
humanos portadores de LTA. Apo6s eletroforese bidimensional, os géis das VEs das estirpes BA125 (A)
e BA336 (B) foram corados com Comassie Blue G250. As proteinas das VEs das estirpes BA125 (C) e
BA336 (D) foram transferidas para membranas de nitrocelulose, incubadas com soro de humanos
portadores de LTA (1:100) e com anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado com peroxidase
(1:5000). A reacdo de quimioluminescéncia foi capturada pelo aparelho ImageQuant™ LAS500 e as

imagens adquiridas pelo sistema de camera digital CCD.
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5 — Discussao

As VEs fazem parte de um sistema de interacdo entre as células que as liberam e
0 microambiente onde atuam. Funcionam como transportadores de moléculas que
exercem um papel crucial em processos como inflamacéo, proliferacdo celular e resposta
imune. Este mecanismo de transporte e interagdo podem ser utilizados para o
desenvolvimento de estratégias de diagndstico, tratamento e prevencdo de doencas
(Santos et al, 2021).

A purificacdo de VEs produzidas por parasitas da espécie L. amazonensis
demonstra que os promastigotas mantidos in vitro produzem VESs pequenas (<200nm) e
médias (acima 200nm). Os trés métodos de recuperacao de VEs aplicados neste estudo
foram eficazes, embora houvesse variacdo entre eles, em relacdo a quantidade de
particulas recuperadas. O método que utilizou colunas de gel, que retém particulas e

permite a elui¢do da solucdo contendo VEs apresentou o melhor rendimento.

No ultimo consenso da Sociedade Internacional de Vesiculas Extracelulares
(ISEV), foi recomendado que para a purificacdo de VEs de cultura celular ndo sejam
utilizados suplementos do meio de cultura que contenham VEs. Se esta condi¢do nao for
possivel, recomendam a utilizacdo de suplementos depletados de vesiculas desde que 0s
métodos e resultados sejam detalhados (Théry et al, 2018). Como a ndo suplementagéo
do meio de cultura de L. amazonensis com FBS reduz muito a viabilidade dos parasitas e
compromete a liberacdo das VES, a opcéo pela utilizacdo do FBS exofree (FBS depletado
de VEs) foi a melhor alternativa para que se mantivessem o0s promastigotas em meio de
cultura por 72 horas, garantindo que estavam viaveis e produzindo vesiculas. E de facto
foi possivel visualizar promastigotas de L. amazonensis com morfologia normal a

segregar VEs.

A confirmagdo da presenca de VEs de Leishmania spp. é essencial para a
validagdo dos estudos. Por isso, uma combinacdo de métodos de detecdo é a
recomendac&o para essa comprovacao. A quantifica¢do das vesiculas, a forma, o tamanho
e a concentracdo, bem como a quantidade de células que as produziram devem ser
descritos. A analise de nanoparticulas e a dosagem de proteinas s@&o o0s métodos
quantitativos mais utilizados, embora nenhum deles, isoladamente, seja exclusivo para a

deteccdo de VEs. A comprovacdo da presenca de proteinas especificas do tipo celular
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analisado, incluindo pelo menos, uma proteina transmembrana, também é um critério
recomendado. Além destes, a obtencdo de imagens por técnicas complementares € o
terceiro critério para confirmacao da presenca das VEs (Théry et al, 2018).

Neste estudo, a confirmacéo da obtencdo de VEs nas culturas de L. amazonensis
se deu pela combinacdo dos seguintes métodos: detecdo de proteinas de Leishmania spp.
(gp63 e HSP70) por imunorreacdo; analise da morfologia, tamanho e densidade das
nanoparticulas, por NTA; e aquisicdo de imagens para analise de morfologia e tamanho,
através de MEV e MET. Dessa forma, a utilizacdo de VESs nas analises da interacdo com
M@ e com anticorpos (soro de camundongos infectados e soro de humanos portadores de
LTA) foi validada.

O rendimento proteico médio na purificacdo de VEs dos sobrenadantes de cultura
de L. amazonensis, através da utilizacdo das colunas de gel, foi de 29,5mg de proteinas
provenientes de 5,4 x 108 parasitas, durante 72 horas de periodo de vesiculagio. Os
estudos de interacdo das VEs com M@ utilizaram uma média de 1,4 e 0,7mg de proteinas.
Em paralelo, 6 x 10° promastigotas interagiram com os M@ durante 24 horas. Esta
quantidade de parasitas produziria, teoricamente, cerca de 32ug de proteinas. Portanto,
ao interpretar os resultados da interagdo das VEs com M@, ha que se considerar que,
muito provavelmente, a quantidade de proteinas de vesiculas a que os M@ foram expostos
nas placas € consideravelmente maior que a quantidade teoricamente produzida pelos

parasitas colocados nas mesmas condigdes.

A estimulagdo, in vitro, de M@ murinos com VEs, resultou na produgédo
consideravel de ureia pelos M@. Porém, em situacdo idéntica, a exposi¢do dos MJ a
promastigotas de L. amazonensis ndo teve o mesmo efeito. E sabido que M@ ativados
pela via alternativa (M2) aumentam a producdo de ureia e ornitina, utilizadas na
biossintese de poliaminas, o que € benéfico para o parasita e promove o crescimento das
formas amastigotas (Naderer et al, 2008). Recentemente, um estudo realizado em bidpsias
de lesbes cutaneas provocadas por espécies neotropicais de Leishmania identificou uma
predominancia da polarizacdo para o perfil M2 em lesdes provocadas por L. amazonensis
(Pacheco et al, 2021). Em lesdes cutaneas causadas por L. braziliensis com histologia
caracterizada pela reacdo exsudativa celular (ECR), também foi identificada a
predominancia do perfil anti-inflamatorio M2 e evolucdo das lesdes para a cronicidade
(Silva et al, 2019). Dessa forma, tanto as VES como a infe¢éo in vivo parecem exercer um
efeito importante na polarizagdo dos M@, aumentando a populagcdo de M@-M2,
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permitindo o crescimento das formas amastigotas e a sobrevivéncia dos parasitas no

hospedeiro.

O perfil anti-inflamatério dos M@ estimulados por VES e expostos a
promastigotas de L. amazonensis, é confirmado pela acentuada inibicdo da producéo de
IL-1B. A consideravel diminuicdo de M@ produtores de IL-1p, associada & producéao de
ureia, indicam que as VEs da espécie L. amazonensis influenciam a polarizagéo dos M@
no fendtipo M2, que € anti-inflamatorio e benéfico para a sobrevivéncia do parasita e para

0 estabelecimento de uma infec¢éo cronica, evitando reacdes pro-inflamatorias.

Os M@ classicamente ativados (M@-M1) constituem a primeira linha de defesa
contra agentes patogénicos intracelulares. Funcionalmente, sdo responsaveis pela
eliminacdo de parasitas intracelulares, através da producdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Atri et al, 2018). Os M@-M1 séo ativados pela presenca de IFN-y, TNF-
a ou por lipofosfoglicanos (LPG) de varias espécies de Leishmania. (Ibraim et al, 2013)
e produzem citocinas pro-inflamatérias, como é o caso da IL-1P. Esta citocina é um
importante mediador inflamat6rio em pacientes portadores de LTA. Entretanto, ja é bem
estabelecido que diferentes espécies de Leishmania ativam a resposta imune de diferentes
maneiras. Por isso, 0 espectro clinico e imunopatoldgico de LTA ¢é tdo variado (Pacheco
et al, 2021).

Num estudo prévio efetuado in vitro, VEs de promastigotas e amastigotas de L.
infantum n&o causaram alteracfes na producéo de IL-1B por M@ humanos (Castelli et al,
2019). Mas outro estudo, também efetuado in vitro, verificou que a exposi¢do de M@
humanos a parasitas de L. major causou aumento da producéo de IL-1p (Patil et al, 2018).
Células dendriticas infectadas com L. amazonensis apresentaram um fenotipo anti-
inflamatorio, com reducdo da producdo de IL-1B, numa regulagdo epigenética e
transcricional relacionada com o complexo proteico NF-xB (fator nuclear kappa B)
(Lecoeur et al, 2020). Recentemente, M@ estimulados, in vitro, por VEs de L.
amazonensis tiveram um aumento na expressao de IL-6 e IL-10. Esta Gltima citocina tem
um papel anti-inflamatorio e regulador, contribuindo para a sobrevivéncia do parasita e a
cronicidade da doenca (Barbosa et al, 2018). Thorstenberg et al (2020) verificaram, em
um modelo experimental de proposta terapéutica, com infeccdo de M@ por L.
amazonensis, que a ativagdo do receptor P2Y2R (um receptor purinérgico), através do

tratamento com trifosfato de uridina (UTP) induz a ativacdo da caspase-1 e,
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consequentemente, o aumento da producéo de IL-1 B, conferindo protecédo a infeccdo. A
sinalizacdo IL-1p/IL-1R é crucial para uma resposta imune protetora, mediada pelo
receptor P2Y2R. Estes estudos ilustram a variagdo no efeito sobre a producéo de IL-1B

causada por diferentes espécies de Leishmania.

No presente estudo, a expressédo de moléculas MHC Il e MHC | por M@ murinos
estimulados por VESs ou por promastigotas de L. amazonensis manteve-se similar a niveis
basais. No entanto, a estimulagéo pelo extrato antigénico causou a inibicdo da expressao
de moléculas MHC | e MHC II.

A inibicdo da expressdo das moléculas MHC | pode ser devido a maior
concentracédo de gp63 neste extrato. De facto, os resultados do teste de dot blot realizados
para pesquisa de gp63 nos extratos das VESs e nos extratos de antigenos totais foram
positivos. Contudo, a intensidade da quimioluminescéncia foi maior nos extratos
antigénicos. Possivelmente, a intensidade do sinal de quimioluminescéncia reflete,
proporcionalmente, a quantidade de proteinas aderidas a membrana de nitrocelulose. Isto
sugere que a concentracdo de gp63 no extrato de antigenos totais era maior do que nas
VEs. A apresentacdo de antigenos de Leishmania as células T CD8*, através de moléculas
MHC | ¢ inibida pela gp63 (Matheoud et al, 2013), uma proteina de membrana de
Leishmania, presente também nas VEs da L. amazonensis, como verificado no nosso
estudo. No estagio inicial da infeccdo dos M@, a gp63 inativa a VAMPS8, uma proteina
de membrana dos M@, envolvida no processo de fagocitose, alterando o pH do
fagossoma. Essa alteracdo de pH influencia diretamente a atividade proteolitica e o
processamento antigénico que conduz a reducdo da expressdo das moléculas MHC |,
resultando na reduzida ativacdo das células T citotdxicas, responsaveis pela destruicdo
das células infectadas. Este processo é considerado mais uma forma de subversdo da

apresentacdo antigénica pelos parasitas de Leishmania spp. (Matheoud et al, 2013).

Os M@, enquanto APCs, ativam a resposta imune adaptativa atraves da
apresentacdo de proteinas de Leishmania aos linfocitos T CD4" através do MHC II.
Porém, os M@ também apresentam antigenos aos linfocitos T CD8" através do MHC 1.
A interferéncia nos mecanismos de apresentacdo de antigenos, através da inibicdo da
expressdo das moleculas MHC, constitui um dos métodos de evasdo do parasita aos
efeitos nefastos do sistema imune do hospedeiro (Matheoud et al, 2013). Ja foi

demonstrado em modelo experimental, que moléculas MHC 11 de M@ infectados por
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formas amastigotas de L. amazonensis e estimulados com IFN-y concentram-se no
vactolo parasitoforo. Embora a expressdo inicial de MHC Il fosse elevada, a
internalizacdo e degradacdo dessas moléculas pelas formas amastigotas tem um efeito
desestabilizador da apresentacdo antigénica aos linfocitos T. A concentracdo de
moléculas MHC Il no fagossoma é reconhecido como uma estratégia de sobrevivéncia do
parasita, através da subversdo dos mecanismos de apresentacdo antigénica e a ndo

ativacdo da resposta imunitaria adaptativa (Antoine et al, 1999).

A interacdo de VEs de L. mexicana com M@ murinos conduziu a rapida (cerca de
24 horas) inibicdo da expressdo de moléculas MHC I. A modulacdo negativa dos
mecanismos de apresentacdo de antigenos limita a capacidade funcional dos M@ em
ativar a resposta imune adaptativa. Entretanto, também ndo detetaram alteracdo na
expressao de moléculas MHC |1 (Soto-Serna et al, 2020). Da mesma forma, a expressao
de MHC Il em M@ expostos as VEs de L. infantum manteve-se em niveis basais (Pérez-
Cabezas et al, 2018).

No presente estudo, a presenca da proteina HSP70 também foi comprovada nas
VEs de L. amazonensis. Esta é uma proteina de choque térmico (heat shock protein-HSP),
da familia das chaperonas. Em Leishmania spp. esta proteina confere resisténcia e
protecdo aos parasitas, pois quando sao introduzidos nos mamiferos e fagocitados pelos
M@, sdo submetidos a choque térmico, isto é, passam de temperatura ambiente (24-26
°C) para cerca de 37°C, e tém de enfrentar outros elementos defensivos dos M@, como,
por exemplo, o estresse oxidativo. Estas proteinas também tém sido associadas a

resisténcia do parasita aos antimoniais pentavalentes (Shonhai et al, 2011).

A anélise dos resultados obtidos com a eletroforese das proteinas das VES revelou
que a maioria das fracGes proteicas possui massa molecular entre 48 e 93 kDa. Contudo,
o perfil proteico variou entre as estirpes analisadas. Esta variacdo das fracdes proteicas
entre as estirpes de L. amazonensis pode estar relacionado com a presenga de formas
isomericas ou modifica¢fes pos-traducionais de uma determinada proteina ou até mesmo
diferenga de concentracdo de proteinas, relacionada com o numero de passagens dos

parasitas em cultura.

O resultado da eletroforese bidimensional, realizada nas VEs da estirpe BA125 e
BA336, mostrou um perfil semelhante entre elas. Ao compararmos a 2-DE de extrato de

antigenos totais de L. amazonensis, ja descrita na literatura (Lima et al, 2016) e a das
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VEs, realizada neste estudo, nota-se que a variedade de proteinas, representada pelo

namero de bandas proteicas, € menor (cerca de um terco) nas VES.

A andlise das proteinas das VEs por eletroforese bidimensional permite uma
melhor avaliacdo de sua variedade, uma vez que as proteinas sdo separadas por massa
molecular e ponto isoelétrico (duas dimens@es). Para a identificacdo de proteinas em
espectrometria de massa, a utilizacédo da técnica de eletroforese bidimensional tambem é
mais adequada, uma vez que ha menor sobreposicdo de proteinas. O protocolo
experimental utilizado para a focalizacdo isoelétrica das strips contendo extrato proteico
das vesiculas foi, inicialmente, 0 mesmo para extrato proteico total de parasitas do género
Leishmania. Entretanto, foi necessario adaptar o protocolo, aumentando o periodo de
corrente inicial de 500V, até que a etapa de corrente de mais alta voltagem fosse atingido.
Este fato pode ser explicado pela alta concentracao lipidica nas VEs, o que dificulta a
passagem da corrente elétrica. A constituicdo lipidica das VEs ja foi extensivamente
estudada. Em geral, a composicéo das VEs compartilha caracteristicas da membrana da
célula de origem (Abels et al, 2016).

A antigenicidade das proteinas das VEs de L. amazonensis foi demonstrada, neste
estudo, através das reacdes de Western blot, utilizando soro hiper imune de camundongos
BALB/c infectados por L. amazonensis e soro de humanos portadores de LTA. Ambos
reagiram positivamente a algumas proteinas das VES. As reacdes diferenciaram entre as
estirpes testadas (M2269, BA125 e BA336).

Uma banda proteica da estirpe M2269, com massa molecular com cerca de 94kDa,
reagiu fortemente ao soro de BALB/c infectado com L. amazonensis. Esta fracdo proteica
foi identificada no PAGE ainda que evidenciasse, apds coloracdo, baixa intensidade,
guando comparada com outras bandas presentes de diferentes massas moleculares, o que
aponta para uma fracdo proteica com baixa concentracdo. Quando testadas com o soro
humano, a reagdo também foi com uma banda uUnica, de provavel massa molecular em
torno de 50kDa. Uma banda de cerca de 55kDa com elevada concentracdo foi
identificada no PAGE das VEs da estirpe M2269. E possivel que a banda proteica
reconhecida pelos anticorpos do soro do individuo portador de LTA e a fragdo proteica

correspondam ao mesmo antigeno.

As VEs obtidas das estirpes BA125 e BA336, apresentaram um perfil semelhante

de bandas no SDS-PAGE, nos spots do gel 2-DE, na reatividade ao soro de camundongos
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e ao soro humano. Entretanto, tiveram uma pequena diferenca de reatividade ao soro
humano, no Western blot do gel convencional. Apesar de duas bandas de massa molecular
semelhantes reagirem ao soro, cada estirpe apresentou uma banda reativa em posigoes
diferentes. O estudo de proteébmica, associado a esta pesquisa de imunorreatividade pode

validar possiveis diferencas.

Estudos de imunoprotedbmica, seguido de analise bioinformatica, identificaram
diversas proteinas sorologicamente reativas de Leishmania spp. Proteinas de extratos
totais de L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum reativas ao soro de cées portadores
de leishmaniose foram identificadas. Seis proteinas eram exclusivas de L. amazonensis e
correspondiam a metalo-peptidase, proteina dissulfeto isomerase (PDI) de 5kDa, proteina
78 reguladora da glicose (78kDa glucose-regulated protein - Grp78), S-adenosil-L-
homaocisteina hidrolase, as putativas subunidades p de ATPase e cadeia € da ATP sintase.
Duas proteinas comuns a L. amazonensis e L. braziliensis foram identificadas como a-
tubulina e a proteina mitocondrial Heat shock 70-related protein 1. A proteina HSP70 foi
identificada nas trés espécies e em diferentes spots nos géis bidimensionais, sugerindo
que esta proteina possui diferentes formas isoméricas e/ou sofre modificacdes pos-
traducionais (Lima et al, 2016). A antigenecidade das proteinas de Leishmania cultivadas
in vitro diminui conforme o nimero de passagens da cultura. Magalhées et al (2014),
verificaram que 37 proteinas reativas do extrato total de parasitas de L. amazonensis
tiveram reducdo da expressdo, enquanto que 19 proteinas mostraram aumento
significativo da expressdo, ao longo das passagens das culturas. Esta variagdo deve ser
considerada nos estudos sobre estas proteinas e suas interagdes.

O conhecimento de antigenos reativos de L. amazonensis possibilita o
desenvolvimento de novas ferramentas para diagndstico, principalmente no caso da
leishmaniose cutdnea, uma vez que a resposta imune nestas formas clinicas nao
visceralizantes é reconhecida por produzir baixos niveis de anticorpos circulantes (Lima
et al, 2016). Além disso, essas proteinas sdo possiveis alvos para tratamento e prevencao,
se for demonstrado a associagdo destas com a modulacdo da resposta imune do
hospedeiro. Assim, as perspectivas para novos estudos incluem a analise protedbmica das
proteinas reativas com soro de hospedeiros definitivos de L. amazonensis, como canideos
e humanos, para o desenvolvimento de possiveis tratamentos e prevencdo através de

imunidade ativa.
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6 - Conclusotes
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Figura 30— Actividade e composicéo de VEs de L. amazonensis. — As VEs purificadas a partir de meio
de cultura de promastigotas exercem efeito em M@ murinos (in vitro), dirigindo os M@ para o fenétipo
anti-inflamatério M2. Transportam proteinas idénticas aos antigénios parasitarios que induzem a producéao
de anticorpos no soro de humanos portadores de LTA e no soro de camundongos infectados por L.
amazonensis. Das proteinas identificadas, a gp63 provavelmente localiza-se na membrana das VEs e a

HSP70 deve fazer parte da carga das VEs.

As VEs de L. amazonensis transportam moléculas que agem no microambiente,
exercendo um papel importante na sobrevivéncia e adaptagdo do parasita ao meio

intracelular do hospedeiro. VEs de L. amazonensis (Fig.30):

- Nado promovem ambientes pro-inflamatorios e evitam estimular a apresentacdo

antigénica, favorecendo a infeccdo e a sobrevivéncia do parasita;
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- As VEs possuem proteinas reconhecidas por anticorpos de soro hiperimune de
camundongos infectados por L. amazonensis e soro de humanos portadores de LTA,
indicando, de forma indireta, correspondéncia entre os antigenos parasitérios e as VEs;

- Possuem as proteinas gp63, glicoproteina com atividade proteolitica muito abundante
na superficie do parasita e provavelmente presente na membrana das VEs;

- Possivelmente transportam a HSP70, proteina intracelular com funcgdes de protecao

contra choques térmicos;

- Possuem outras proteinas em sua constituicdo, a serem identificadas e que devem
exercer papel importante no microambiente onde se encontram, com a finalidade de

proporcionar um ambiente favoravel & manutencéo e replicacdo de Leishmania spp.
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