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RESUMO

A Leishmania major € um parasita endémico em paises do Velho Mundo, sendo uma
das principais causas de leishmaniose cutanea. Além disso, € uma das espécies mais
estudadas do género e também é considerada um importante modelo no estudo da
imunologia de doencas. Os lipofosfoglicanos (LPGs) sdo considerados fatores de
viruléncia multifuncionais da Leishmania e estdo envolvidos na interacdo parasita-
hospedeiro. Varios estudos indicam que seus polimorfismos podem estar envolvidos
nos mecanismos de imunopatogénese das leishmanioses. A primeira demonstracao
de hibridizacdo de Leishmania em laboratorio foi demonstrada em 2009, e a
caracterizacdo de seus LPGs foi realizada neste estudo. Os LPGs foram extraidos,
purificados e suas unidades repetidas analisadas. As cepas parentais Friedlin e
Seidman tém perfis distintos na expressao de LPG, e um perfil misto de expressao de
LPG foi observado nos hibridos FnSd3, FnSd6F, FnSD4A e FnSd4B. Expressao mista
de GLP. Afeta a producao de NO em macréfagos e foi dependente de LPG derivado
de FV1.

PALAVRAS CHAVE: Leishmania, Major, Hibridos, Lipofosfoglicanos, LGP



ABSTRACT

Leishmania major is an endemic parasite in Old World countries, being one of the main
causes of cutaneous leishmaniasis. Furthermore, it is one of the most studied species
of the genus and is also considered an important model in the study of disease
immunology. Lipophosphoglycans (LPGs) are considered multifunctional virulence
factors of Leishmania and are involved in the host-parasite interaction. Several studies
indicate that their polymorphisms may be involved in the mechanisms of
immunopathogenesis of leishmaniasis. The first demonstration of hybridization of
Leishmania in the laboratory was demonstrated in 2009, and the characterization of its
LPGs was carried out in this study. LPGs were extracted, purified and their repeat units
analyzed. The parental Friedlin and Seidman strains have distinct profiles in LPG
expression, and a mixed LPG expression profile was observed in FnSd3, FnSd6F,
FnSD4A and FnSd4B hybrids. Mixed LPG expression. Affect NO production in

macrophages and was dependente on FV1 derived LPG.

KEY WORDS: Leishmania, Major, Hibrids, Lipophosphoglycans, LGP
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1- INTRODUCAO

1.1 - As Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas de ampla distribuicdo mundial
causadas por parasitos do género Leishmania e transmitidas ao homem através da
picada de flebotomineos do género Phlebotomus no Velho Mundo e do género
Lutzomyia no Novo Mundo (DESJEUX, 2004).

No homem, as leishmanioses sdo causadas por aproximadamente 21 espécies
responsaveis por um espectro de manifestacdes clinicas incluindo as formas cutanea
(LC), muco-cutanea (LMC) e visceral (LV). A LC é a forma mais comum com mais de
1 milhdo de casos reportados nos ultimos 5 anos. Ela é caracterizada por lesdes
cutdneas ulceradas ou nao, indolores, Unicas ou mdultiplas que podem curar-se
espontaneamente. No Velho Mundo, a LC é causada principalmente por Leishmania
major e Leishmania (L.) tropica. Estima-se que 1 bilhdo de pessoas vivam em areas
de risco tanto no Novo quanto no Velho Mundo. A inexisténcia de vacinas para uso
humano, a dificuldade de controle de reservatérios e vetores e a ineficacia dos
tratamentos devido a cepas resistentes sdo alguns dos fatores que contribuem para
expansao da doenca (WHO, 2020).

Os parasitos do género Leishmania séo heteroxénicos e durante seu ciclo de vida,
apresentam duas formas de desenvolvimento que se alternam entre os hospedeiros
vertebrado e invertebrado. No intestino do inseto vetor, ocorrem formas promastigotas
flageladas extremamente polimérficas enquanto que no hospedeiro vertebrado, ocorre
a forma amastigota. Esta Ultima € circular, imével e ndo apresentam flagelo
desenvolvido e que se desenvolve no interior de células do sistema monocitico

fagocitario (macréfagos e neutrofilos) (Figura 1) (Kaye & Scott, 2011).
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Figura 1: Forma promastigota (A) e amastigotas (B) de Leishmania sp

Corpo celular

Fonte: Teixeira et al., 2013.

A infeccdo do hospedeiro vertebrado se inicia quando uma fémea de flebotomineo
infectada realiza o repasto sanguineo e inocula as formas promastigotas metaciclicas
na pele. Estas devem escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DE ASSIS
etal., 2012a; SACKS; KAMHAWI, 2001)para que sejam fagocitadas pelos macréfagos
ou neutrofilos recrutados para o local de inoculacdo(PETERS et al., 2008). Dentro dos
vacuolos parasitéforos dos macréfagos as promastigotas diferenciam-se em formas
amastigotas, multiplicando-se por divisdo binaria. Posteriormente, ocorre ruptura das
células e as amastigotas sao liberadas, fagocitadas por outras células ou ingeridas
pelo vetor. Neste, o sangue juntamente com os parasitos é rapidamente direcionado
ao intestino do inseto onde € envolvido pela matriz peritrofica (MP) (SECUNDINO et
al. 2005).Neste bolo alimentar, as formas amastigotas se diferenciam em
promastigotas prociclicas que se multiplicam e sofrem varias mudancas morfolégicas
(nectomonadas, haptomonadas, leptomdnadas e metaciclicas). Apds a ruptura da MP,
as formas promastigotas que resistiram as enzimas digestivas devem se aderir ao
epitélio evitando passagem com o bolo alimentar e perda da infeccdo. No caso de
L.major, objeto de estudo de nosso trabalho, ja € conhecido um receptor (PpGalec)
para o seu lipofosfoglicano (LPG) no epitélio do intestino médio (KAMHAWI et al.,
2004), uma vez que o receptor reconhece o LPG das promastigotas, essas se aderem
ao intestino do fleb6tomo. Posteriormente passam pelo processo de diferenciacéo,
denominado metaciclogénese e soltam-se do epitélio intestinal. Esta liberacdo
depende também do LPG, cujas cadeias laterais de galactose sao cobertas por
residuos de arabinose (MCCONVILLE et al., 1992; PIMENTA et al., 1992), fazendo

com que se soltem do epitélio. Aléem das modificagdes bioquimicas, as formas
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metaciclicas apresentam reducéo no tamanho de corpo celular e aumento do flagelo
gue ocupa cerca de 2/3 do tamanho do parasito. Estas formas metaciclicas infectantes
juntamente com varios componentes incluindo o gel secretado por promastigotas
(PSG), saliva, exossomos e microbiota serdo novamente inoculadas no hospedeiro
vertebrado pelo vetor (DEY et al.,, 2018). Anteriormente, acreditava-se que estas
formas nado teriam a capacidade de se multiplicar. Entretanto, recentemente foi
observado que seguido a um novo repasto sanguineo que elas podem novamente se
diferenciar em retroleptomonadas e recolonizar o intestino (SERAFIM et al., 2018).
Estes dois ultimos artigos foram muito importantes para acrescentar informacoes

inéditas ao ciclo de Leishmania.

1.2 - Leishmania major e Leishmania major-like

O nosso modelo de estudo neste trabalho sera L. major. Este parasito é
endémico em paises do Velho Mundo, sendo nessa regido um dos principais
causadores de leishmaniose cutdnea. Sua ocorréncia € relatada no Ird, Arabia
Saudita, norte da Africa, Oriente Médio, Asia Central e Africa Ocidental. Assim como
as demais espécies de Leishmania, L.major € transmitida através picada de
fleb6tomos, sendo que essa espécie tem como par natural Phlebotomus duboscqi e
Phlebotomus papatasi. Leishmania major € uma espécie zoonadtica e na natureza seu
reservatorio sdo pequenos mamiferos roedores conhecidos popularmente como
Gerbil. A Organizacdo Mundial de Saude (WHO) estima que ocorram 0,7-1 milhdo
casos de leishmaniose cutanea por ano, desses, de 23 a 43 mil devem ser causados

por L. major.

Como dito anteriormente, L. major é conhecida por ter uma distribuicdo em
paises do Velho Mundo. Entretanto, alguns isolados semelhantes a esta espécie
foram encontrados na América Latina incluindo Equador, Paraguai, México,
Venezuela e Peru (HASHIGUSHI et al., 1991; YAMASAKI et al., 1994; SHAW, 1994;
LUYO-ACERO et al.,, 2004; CALVOPINA et al., 2004). Isto chamou atencédo dos
pesquisadores para uma possivel introdugéo desta espécie no Novo Mundo (MOMEN
et al, 1985). Com as técnicas moleculares disponiveis na época (RAPD)

convencionou-se chamar estes isolados de L. major-like (SILVA et al., 2009).
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Recentemente, alguns isolados de Minas Gerais (MG) e Goias (GO) foram
sequenciados e confirmou-se 0 seu status taxondmico como L. major (ALMEIDA,
2019, tese de doutorado). Porém estes resultados ainda ndo foram publicados. Este
achado nos leva a levantar a hipotese de quem seria o vetor de L. major no Novo
Mundo. Estudos de nosso grupo mostraram que estes isolados de MG e GO foram
capazes de infectar Lutzomyia longipalpis e Phlebotomus papatasi (GUIMARAES et
al., 2018). Entretanto, sabemos que em Caratinga, onde dois destes isolados foram
obtidos na década de 70, que os estudos entomoldgicos encontraram Lutzomyia
migonei em grande quantidade. Posteriormente, este vetor foi considerado permissivo
(GUIMARAES et al., 2016) o que nos estimula a investigar se ele néo seria o provavel
transmissor de L. major no Brasil. Mais recentemente um estudo genémico mostrou
que estas cepas sao realmente L. major e em algum momento entraram nas Américas
ou ja estavam aqui anteriormente a separacao dos continentes (ALMEIDA et al. 2021).

Nesse trabalho utilizamos as cepas parentais FV1 (MHOM/IL/80/Friedlin),
originalmente isolada de um paciente com LC infectado no Vale do Jord&o e Seidman
(MHOM/SN/74/SD), originalmente isolada de um paciente com lesbes cutaneas no

Senegal.

1.3 - Glicoconjugados e LPGs

Para que consigam sobreviver e multiplicar, os parasitos do género Leishmania
devem ultrapassar as barreiras dos ambientes hostis encontrados no tubo digestorio
do vetor e nas células do hospedeiro vertebrado. Durante o ciclo, esses parasitos
sofrem diversas adaptacdes fisioldgicas e bioguimicas que possibilitam sua
sobrevivéncia o que inclui dentre varios fatores a expressao de glicoconjugados (De
Assis et al., 2012b).0 termo glicoconjugado refere-se a qualquer molécula que possui
algum motivo de carboidrato ligado covalentemente a outra classe de moléculas como
lipideos ou proteinas. O desenvolvimento de técnicas aprofundadas de glicobiologia
permitiu o estudo destas estruturas em diferentes modelos celulares infecciosos ou
nao (VARKI et al., 2009).

Os glicoconjugados expressos na superficie de Leishmania desempenham um
papel importante no estabelecimento da infec¢do (SACKS & KAMHAWI, 2001). Estes
incluem os lipofosfoglicanos (LPGs), glicoinositolfosfolipides (GIPLS) e as proteases

de superficie (gp63) que estdo ancorados a superficie do parasito por
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glicosilfosfatidilinositol (GPI). Além disso, os glicoconjugados podem ser secretados
sob a forma de fosfatases acidas (sAPs), fosfoglicanos (PGs) e proteofosfoglicanos
(PPGs) (ASSIS ET AL., 2012a) (figura 2).

Figura 2: Esquema representativo dos glicoconjugados de superficie de Leishmania. As pequenas
estruturas ovais representam as unidades repetitivas Gal-Man-POas. No PPG (proteofosfoglicano) e sAP
(fosfatase acida secretada) as unidades repetitivas estao ligadas ao polipeptideo via Man-POs-Serina.

GPl,glicosilfosfatidilinositol;  PG,fosfoglicano; LPG,lipofosfoglicano;  GIPL,glicoinositolfosfolipide.
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Fonte: adaptado de Molecular Medical Parasitology, Turco, 2003.

Dentre os glicoconjugados presentes na superficie de Leishmania, destaca-se o
LPG. Considerado um fator de viruléncia multifuncional ele é importante tanto na
interacdo parasito-hospedeiro no vertebrado quanto no invertebrado (KAMHAWI &
SACKS, 2001). No vetor, suas fun¢des incluem adesao e especificidade de ligagdo ao
intestino médio (PIMENTA ET AL., 1992, 1994; KAMHAWI et al., 2004) e resisténcia
a acao das enzimas digestivas (BOROVSKY & SCHLEIN, 1987). No hospedeiro
vertebrado, existem muitas publicacdes envolvendo o papel do LPG na resisténcia ao
complemento (BRITTINGHAMET al, 1996), inibicdo do processo de maturacédo dos
fagossomos (DESJARDINS e DESCOTEAUX, 1997; VIEIRA et al., 2019a). No
compartimento imune inato, o LPG também foi implicado em varios mecanismos
incluido: modulacéo da producéo de oOxido nitrico (NO) e citocinas, modulacdo de
MAPKSs, agonista de TLR2/TLR4, inducdo de redes extracelulares de neutroéfilos
(NETSs), inducao da proteina quinase R (PKR), inducdo da heme-oxigenase I, inducéo
de leucotrieno B4 e PGE2(LTB4) (GUIMARAES-COSTA et al., 2009; VIVARINI et al.,
2011; ASSIS et al., 2012b; LUZ et al., 2012; IBRAIM et al., 2013; PARANAIBA et al.,
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2015, NOGUEIRA et al., 2016; LIMA et al., 2017; VIEIRA et al., 2019b). No caso de L.
major, os primeiros trabalhos identificaram que o LPG desta espécie seria agonista de
TLR2 e induziria a producédo de citocinas e NO via MyD88 (DE VEER et al., 2003;
BECKER et al., 2003).

Figura 3: Esquema representativo da estrutura do lipofosfoglicano (LPG). O LPG é composto por

quatro dominios: O Cap, as Unidades Repetitivas, a porcdo central e a ancora lipidica.

0-(CH,)y3 55CH,4

OH
O

Cap Unidades Repetitivas a POI";‘ﬁr ) Ancora Lipidica
central

>
>

Fonte: Rodrigo Soares

As analises preliminares do LPG comecaram na década de 80 com a andlise da
estrutura da porcao lipidica de L. donovani (ORLANDI & TURCO, 1987). O LPG é
composto por quatro dominios (Figura 3): (I) uma &ancora lipidica conservada
representada por 1-O-alquil-2-lisofosfatidilinositol (PI) ligado a; (II) uma porc¢éo central
composta por um heptassacarideo, também conservado, representado por Gal(a1-
6)Gal(a1-3)Galf(a1-3)[Glca1-POs]Man(a1-3)Man(a1-4)-GlcN(a1-); (Ill) uma regido de
repeticbes de dissacarideos fosforilados Gal(a1-4)Man(a1-)POs4 que podem possuir
substituicbes de um ou mais agucares e dar origem a polimorfismos intra e
interespecificos e (IV) uma regido terminal que recebe o nome de cap formada por um
oligossacarideo neutro (DESCOTEAUX & TURCO, 1999). O primeiro LPG que foi
descrito de forma completa foi o de L. major (cepa Friedlin V1), uma das cepas
estudadas em nosso trabalho (MCCONVILLE et al., 1992). Neste artigo foi descrito
gue o LPG desta espécie possui cadeias laterais de galactose. Apds a
metaciclogénese seu LPG dobra de tamanho e é coberto por residuos de arabinose

(Figura 3). Conforme dito anteriormente estas modificacdes bioquimicas resultam no
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desprendimento do parasito das microvilosidades intestinais do vetor e posterior

migracao para o intestino anterior (KAMHAWI et al., 2004).

Figura 4: Esquema representativo da estrutura do lipofosfoglicano (LPG) em L. major (FV1). A
estrutura e o niimero de unidades repetitivas dos fosfoglicanos variam e dependem do estagio de vida
e do tipo de espécie de Leishmania. P, prociclica; M, metaciclicas; Gal, galactose; Man, manose; Core,

nucleo de hexassacaridio; Cap, oligossacarideo terminal neutro.

P-LPG

M-LPG

é-\ = Repeticdes de dissacarideos fosforilados (PO,-6Galf1-4Man)

EEE = Nicleo de hexassacarideo (Galal-6Galal-3Galffil-3Manal-3Manal-4GIcN)

Fonte: Adaptado de McConville et al., 1992.

Os LPGs sé&o considerados fatores de viruléncia multifuncional e seus
polimorfismos podem estar envolvidos nos mecanismos de imunopatogénese das
leishmanioses. Tentando correlacionar essas variacdes bioquimicas com o espectro
de manifestagbes clinicas varios estudos caracterizaram os LPGs de diferentes
espécies e cepas de Leishmania do Velho e Novo Mundo. Em geral a &ncora lipidica
e a por¢cdo do hexassaridio seriam conservadas e os polimorfismos se encontrariam
mais restritos as regides das unidades repetitivas e do cap.

No mesmo ano da descri¢cdo do LPG de L. major seguiu-se a descri¢cdo do LPG de
L. mexicana, que apresenta um residuo de [J-glicose em suas unidades repetitivas
(ILG et al., 1992), mas essa espécie nao teve a estrutura de sua forma metaciclica
descrita. Trés anos mais tarde foi descrita a estrutura do LPG de L. donovani (Sudéao),
gue nao possui substituicbes nas cadeias laterais (SACKS et al., 1995), enquanto a
cepa indiana apresenta uma ou duas [I-glicoses em suas unidades repetitivas
(MAHONEYET al., 1999). Dentre os LPGs j& descritos, o mais complexo foi o de L.
tropica, esse apresenta pelo menos 19 combinacdes distintas de agucares, contendo
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glicose, galactose e arabinose (MCCONVILLE et al., 1995; SOARES et al., 2004). Ja
o LPG de L. aethiopica, geralmente apresenta substituicdes no carbono 2 (Cz) da
manose por [-manose (MCCONVILLE et al., 1995).

A primeira cepa brasileira a ter seu LPG descrito foi Leishmania infantum (PP75),
assim como L. mexicana, ela também apresentou uma glicose em suas unidades
repetitivas (R. P. P. Soares et al., 2002a). Nessa espécie, ap0s a metaciclogénese, 0
acucar desaparece e o numero de unidades repetitivas aumenta de aproximadamente
19 nas formas prociclicas para aproximadamente 34 nas formas metaciclicas (R. P.
P. Soares et al., 2002b). Em L. braziliensis acontece o oposto do que ocorre em L.
infantum. As formas prociclicas ndo possuem cadeias laterais e as metaciclicas
possuem uma ou duas [I-glicoses (R. P. P. Soares et al., 2005; Vieira et al., 2019).
Em 2011, um estudo de nosso grupo caracterizou as unidades repetitivas de 16 cepas
de L. infantum, e foi possivel agrupa-los em trés grupos: |I) sem cadeias laterais; (II)
com adicao de residuos de uma a duas B-glicoses e lll) com cadeias laterais de trés
ou mais glicoses. Esta variabilidade da conformacéo dos LPGs resultou numa maior
ativacao da producdo de NO por macréfagos murinos, mas por sua vez nédo interferiu
na infectividade para o vetor (COELHO-FINAMORE et al., 2011). J4 os LPGs de L.
shawi e L.enrietti isdo desprovidos de cadeias laterais em suas unidades repetitivas.
(PASSERO et al., 2015;(Paranaiba et al., 2015). Por sua vez, as estruturas dos LPGs
de cepas de L. major-like do Brasil demonstram que as cepas BH49 e BH129 sao
mais galactosiladas que a cepa BH121 (GUIMARAES et al., 2018).

O papel destas modificac6es bioquimicas resulta em diferentes padrées de adeséo
ao intestino médio de alguns vetores, como Lu. longipalpis, Lu. intermedia e Lu.
Whitmani (R. P. Soares et al., 2010). Além das variacdes entre as fases do ciclo de
Leishmania, as variacdes intraespecificas englobam também os polimorfismos entre
cepas. Por exemplo em Leishmania amazonensis enquanto a cepa PH8 apresenta
cadeias laterais de glicose, a cepa Josefa apresenta cadeiras laterais de galactose
(Figura 4) (NOGUEIRA et al., 2017).
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Figura 5: Esquema representativo da estrutura dos lipofosfoglicanos (LPGs) de L. amazonenses: A
cepa PH8 apresenta cadeias laterais que variam de uma a duas ligacdes de glicose. A cepa Josefa

apresenta cadeias lateria variando de uma a trés ligagbes de galactoses.
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Fonte: Nogueira et al., 2017.

O primeiro estudo a mostrar os polimorfismos intraespecificos em L. major
identificou que a cepa FV1 possui cadeias laterais de galactose e arabinose, ja a cepa
LV39 apresenta apenas cadeias laterais de galactose (DOBSON et al., 2003).

Sabe-se que na natureza existem varias descricbes de cepas hibridas de
Leishmania ((Akopyants et al., 2009; Jenni et al., 1986; Schweizer et al., 1988). Entretanto,
ndo sabemos o que ocorre na expressao dos LPGs nestes hibridos.

1.3 - Hibridizacdo em Leishmania

A primeira demonstracdo da hibridizacdo de Leishmania em laboratorio foi
realizada pelo grupo do Dr. David Sacks (AKOPYANTS et al., 2009). Este fendmeno
ocorreu dentro do hospedeiro invertebrado no caso P.papatasi,onde cepas de L. major
(FV1 e LV39) foram capazes de realizar ciclo sexual consistente com um processo
meiodtico, assim como descrito previamente para espeécies de tripanossomatideos
africanos (JENNI L et al.,1986; GAUNT MW et al., 2003). Posteriormente 0 grupo
demonstrou novamente a troca genética em quatro cepas de L.major em P.duboscqi
(FV1, Sd, WR2885 e LV39). Neste estudo foram obtidos 96 hibridos dos quais seis

foram escolhidos para analise no presente trabalho. Este vetor foi co-infectado com
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cepas de L.major que expressavam marcadores de selecdo de antibioticos distintos,
sendo possivel isola-los posteriormente quando crescidos em ambos antibioticos
(INBAR et al., 2011). Em ambos os estudos descritos acima, as analises genéticas
mais aprofundadas mostraram que as cepas hibridas de Leishmania geradas
apresentaram cromossomos completos de ambos o0s parentais, enquanto o KDNA
pertencia apenas a um deles. Os hibridos foram obtidos em todas as combinacdes
testadas entre as quatro cepas, sugerindo que as barreiras ao acasalamento entre as
mesmas nao existem. A proporcao de fleb6tomos que produzem pelo menos um
hibrido foi aproximadamente comparavel entre os 4 pares de acasalamento testados
e demonstraram uma frequéncia relativamente baixa de formacao de hibridos. Tal fato
demonstra que a hibridizagdo deve ser considerada como uma parte ndo obrigatéria
do ciclo, uma vez que a maioria dos insetos co-infectados falhou em produzir um
hibrido. Os resultados confirmam que, mesmo que a reproducdo sexual ndo seja
obrigatoria e seja relativamente rara, 0 mecanismo de troca genética foi mantido entre
as espécies. Além disso, o estudo demonstrou a capacidade do tubo digestivo de um
vetor permissivo, o Lu.longipalpis, de funcionar como o microambiente onde ocorreria
o intercambio genético de Leishmania. Até o momento, a hibridizacdo nao foi
observada in vitro, sendo assim os resultados reforcam que o intestino médio do
flebotomineo fornece um ambiente Gnico para a troca genética (INBAR et al., 2013).
Porém, os fatores intrinsecos do parasita bem como os extrinsecos (pH, fatores do
epitélio, nutricionais) que promoveriam a hibridizacéo ainda ndo foram estabelecidos.
Finalmente, os hibridos foram transmitidos ao hospedeiro vertebrado através da
picada (AKOPYANTS et al., 2009; INBAR et al., 2013).

A evidéncia da troca genética provavelmente contribui para a diversidade
fenotipica em popula¢des naturais, e a analise das progénies hibridas € util para a
compreensao de caracteristicas como por exemplo viruléncia, tropismo tecidual e
resisténcia a drogas. O presente estudo pretende elucidar qual o efeito da hibridizagéo
sobre a expressado dos lipofosfoglicanos em hibridos de L.major tendo em vista que
esses ndo foram ainda descritos aliado ao fato de que o estudo da glicobiologia de
parasitos do género Leishmania auxilia a compreensdo do envolvimento dos
glicoconjugados nos diversos processos imunopatolégicos da interacdo parasito-

hospedeiro.
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OBJETIVOS
Caracterizar a estrutura das unidades repetitivas e das ancoras lipidicas dos
LPGs das cepas parentais e hibridas de L. major;

Avaliar funcionalmente os LPGs das cepas parentais e hibridas de L. major em

ensaios de macrofagos murinos.
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3-MATERIAIS E METODOS

3.1- Cultivo Celular

As cepas de L. major utilizadas nesse estudo foram cedidas pelo laboratério do
Dr. David Sacks (INBAR et al., 2013) e estédo representadas na tabela 1. As formas
promastigotas foram cultivadas em meio definido M199 (Sigma®) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina/streptomicina (100x), hepes (40 mM),
bicarbonato de sédio, biotina (1 mg/mL), hemina (0,0005%), solucéo de vitamina MEM
(100x), hipoxantina, agua de injecdo (Sanobiol), pH 7,4 e mantidas em estufa BOD a
25°C (R. P. P. Soares et al., 2002a)

Tabela 1. Cepas de L. major parentais e hibridas obtidas por seu cruzamento. Legenda: Fn, Friedlin;

Sd, Seidman. Os retangulos indicam os hibridos selecionados para esse trabalho.

Day of hybrid HYG marker Chr SAT marker Chr

Line name recovery 24 27 Chr14 Chr34 Chr35 Chr36 Maxicircle Ploidy
Fn/Sat - HYG— SAT+ Fn Fn Fn Fn Fn 2n
Sd/Hyg - HYG+ SAT— sd Sd Sd sd sd 2n
FNSD1 6 HYG+ SAT+ H H Fn H Fn 2n
10 HYG+ SAT+ H H H H Sd n
& 10 HYG+ SAT+ H H H H ND 2n
8 HYG+ SAT+ H H H H Fn 2n
14 HYG+ SAT+ H H H H Fn 2n
14 HYG+ SAT+ H H ND H Fn 2n
14 HYG+ SAT+ H H ND H Fn 2n
10 HYG+ SAT+ H H H H Fn 3n
FNSD6a 8 HYG+ SAT+ H H H H sd 2n
FNSD6b 8 HYG+ SAT+ H H H H Fn 2n
FNSD6c 8 HYG+ SAT+ H H H H Fn 3n
FNSD6d 12 HYG+ SAT+ H H H H Sd 2n
FNSD6e 12 HYG+ SAT+ H H H H Fn 2n
12 HYG+ SAT+ H H H H Fn 2n
m 5 HYG+ SAT+ H H H H Fn 3n
FNSD7d 6 HYG+ SAT+ Sd H H H Fn 3n
FNSD7e 15 HYG+ SAT+ H H H H Sd 4n
FNSD7f 15 HYG+ SAT+ H H H H Fn 3n

H, hybrid; ND, not determined.
doi:10.1371/journal.pgen.1003672.t003

Fonte: Inbar et at., 2013.




23

3.2- Tipagem molecular

Para confirmar o status taxonémico das cepas utilizadas, foi utilizada a técnica
de PCR-RFLP do gene hsp70 (GARCIA et al., 2003). Foram utilizadas culturas de
promastigotas de Leishmania com concentracdo de aproximadamente 1x10’
parasitos/mL. Primeiramente as culturas foram centrifugadas (3000 rpm, 10 minutos,
a temperatura ambiente), o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1
mL de PBS 1x estéril. Em seguida, os parasitos foram submetidos a extracdo do DNA
gendmico utilizando o Kit de extracdo de tecido e células GentraPuregene®
(QIAGEN), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apos a extracdo, o
DNA foi quantificado no Nanodrop®. As amostras de DNA foram diluidas para a
concentracédo de 20 ng/pL. A reagao de PCR foi preparada para um volume final de
25 pL utilizando 1,5 mM MgCI2, 200 uMdNTP mix (New England), 5,0% DMSO
(Invitrogen), 2,5 unidades de Tag DNA polimerase Platinum® (Invitrogen), 0,4 pmol
de iniciador senso Hsp70for - GACGGTGCCTGCCTACTTCAA3 e 0,4 pmol de
iniciador anti-sensoHsp70rev 5CCGCCCATGCTCTGGTACATC 3 (Garcia et al.,
2004). A reacao de digestao foi preparada para um volume final de 15 uL, contendo 1
pL de Haelll (New England) (10 U/uL), 1,5 uL de tampao da enzima 10x e 12,5 uL de
produto de PCR. A mistura entdo foi incubada a 37°C por 2 horas. Os perfis de
restricdo foram analisados em gel de agarose 4% e comparados com o padréo obtido
pela digestdo do produto de PCR de cepas referéncia de L.amazonenses
(IFLA/BR/67/PH8), L.braziliensis(MHOM/BR/75/M2903), L.infantum
(MHOM/BR/74/PP75), L.guyanensis (MHOM/BR/75/M4147) e L. major (FV1 — cedida
pela Dra. Célia Gontijo).

3.3- Extragéo do LPG

As culturas de Leishmania em fase exponencial (>1x107 parasitos/mL) foram
utilizadas para a extracdo de LPG. Os parasitos foram lavados em PBS 1x e
centrifugados a temperatura ambiente por 10 minutos a 3000 rpm. Para delipidagéo
das amostras foram adicionados ao pellet 2,5 mL de solugdo de CHCIls/MeOH
(Cloroférmio/Metanol — 3:2 v/v) e 0,5 mL de MgCI2 (Cloreto de Magnésio — 4 mM). O

material foi sonicado e centrifugado em temperatura ambiente por 10 minutos a 3000
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rpm, resultando em uma fase sdlida intermediaria, o sobrenadante foi descartado.
Para esta primeira etapa o procedimento foi repetido duas vezes. Ao pellet de
parasitos obtidos na etapa anterior foram adicionados 2,5mL de MgCl2 a 4 mM. O
material foi novamente sonicado e centrifugado sob as mesmas condi¢bes para
promover a extracao de proteinas. O sobrenadante foi descartado e o procedimento
foi repetido mais uma vez. Em seguida, na terceira etapa, foram adicionados a fase
sélida 3,0mL de CHCIls/MeOH/H20 (Cloroférmio/Metanol/Agua — 10:10:3 v/v) e 0,5mL
de CHCIs/MeOH (1:1 v/v), este ultimo adicionado apenas na primeira centrifugagdo. O
material foi sonicado e centrifugado sob as mesmas condicbes e assim o
sobrenadante contendo GIPLs foi obtido e armazenado. O procedimento desta
terceira etapa foi repetido por trés vezes. Para extracdo do LPG, foi adicionado
solucdo ESOAK (&gua/etanol/etil/éter/ piridina/NH4OH — 15:15:5:1:0,017 v/v) ao
sedimento resultante, foi sonicado e centrifugado (temperatura ambiente, 10 minutos,
3000 rpm). O procedimento foi repetido trés vezes e o sobrenadante contendo LPG

foi evaporado utilizando-se nitrogénio gasoso a 45°C (SOARES et al., 2002).

3.4- Purificacdo e dosagem do LPG

Para purificacdo, os extratos obtidos acima contendo LPG foram solubilizados
em 1 mL de solucéo acido acético/cloreto de sddio (NaCl) (0,1N/0,1N), sonicados e
submetidos a cromatografia de interacdo hidrofébica, utilizando a resina fenil-
sefarose. Aproximadamente 1 mL de resina foi aplicada em uma coluna Bio-Rad
(#731-1550). A coluna foi lavada com 6 mL (1 mL por vez) de solucdo de &cido
acético/NaCl (0,1N/0,1N), para o empacotamento da resina. Apos a adicao do ultimo
mL desta solugéo, o extrato contendo LPG foi adicionado. Em seguida, o material
contido na resina fenil-sefarose foi lavado com solucéo de 1 mL de &cido acético/NacCl
(0,1N/0,1N), 1 mL de acido acético (0,1N) e 1 mL de 4gua destilada. Posteriormente,
foram utilizados 4 mL de solucdo ESOAK (adgua/etanol/etil éter/piridina/NH4O0H;
15:15:5:1:0,017 v/v) para eluir o LPG. A amostra purificada foi novamente evaporada
em nitrogénio, e em seguida, solubilizada em 200 pL de agua de injecao (Sanobiol) e
armazenada a 4° C (Mahoney et al., 1999). Os LPGs obtidos foram dosados pelo

meétodo de fenol-acido sulfarico descrito por Dubois et al. (1956).
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3.5- Caracterizacao Preliminar dos LPGs

3.5.1- Anélise por Western Blot

Para andlise pela técnica de Western Blot, foram avaliados os anticorpos
WIC79.3 e Ca7AE, os LPGs das cepas avaliadas foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%).

As amostras foram submetidas a eletroforese com diferenca de potencial
constante de 150V. Em seguida, o material foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose (45 uym) sob uma diferenca de potencial, por 1 hora, utilizando o aparelho
de transferéncia Trans-Blot® SD semi-drytransfercell. Apds transferéncia, a
membrana foi bloqueada por 1 hora em uma solucao de caseina 5% e posteriormente
incubada com o anticorpo primario especifico durante o mesmo intervalo de tempo.
Em seguida, a membrana foi lavada 3 vezes com solu¢édo de PBS 1x em intervalos de
5 minutos entre cada lavagem e, depois, incubada por 1 hora com o anticorpo
secundario Anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (1:10000) (Soares et
al., 2002). Apos a ultima etapa de lavagem, a membrana foi revelada com as solucfes
SuperSignal® West Pico Luminol e visualizada pelo equipamento ImageQuant™ LAS
4000.

3.5.2- Despolimerizagao e eletroforese de carboidratos

(FACE - fluorophore-assisted-carbohydrat-electroforesis)

O LPG purificado foi despolimerizado apos hidrolise acida branda (HCl a 0,02N,
100°C, 5 min) para obtencdo dos oligossacarideos. Em seguida a amostra foi
submetida a particdo butanol-agua (2:1 v/v) e centrifugada (1600g, 6min). A fase
superior (butandlica) contendo a porcdo central e a ancora lipidica do LPG foi
separada e armazenada em freezer a -20°C. A fracdo aquosa contendo as unidades
repetitivas e o cap foi evaporada em “speed-vac” (COELHO-FINAMORE et al.,2011).
As unidades repetitivas foram tratadas com fosfatase alcalina para remocédo dos
grupos fosfato (MAHONEY et al.,1999).

Em uma coluna Bio-Rad (-1550) foram adicionados 2mL da resina AG1-X8 de

modo que o volume final apds o empacotamento com metanol/agua (1:1) fosse de 0,6
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mL. Em seguida foram adicionados 2 mL de resina AG50W-X12 submetida ao mesmo
procedimento. A amostra foi aplicada a essa coluna e o sal foi retido permitindo a
eluicdo das unidades repetitiva neutras em 5 mL de agua mili-Q. Essa solucéo foi
evaporada em “speed-vac” (MAHONEY et al., 1999).

Apés a obtencdo das unidades repetitivas neutras, foi necesséaria a

derivatizacdo destes carboidratos. Neste processo foi utilizado o 8-aminoftaleno-1,3,6-
trisulfato (ANTS), componente capaz de atribuir cargas negativas a amostra e
absorver luz ultravioleta o que facilita, respectivamente, a separacao eletroforética e
a visualizacdo da amostra. A marcacdo dos carboidratos com tal componente leva a
formacdo de aminas cuja estabilidade depende da participacdo de agentes redutores
como o cianoborohidreto.
Para tanto, as unidades repetitivas e o padrdo de oligossacarideos (G1-G7) foram
marcados com 1ul de solucdo de ANTS (0,05 M em 15% de acido acético) e 1 uL de
solucdo de cianoborohidreto de sddio (0,05 M). As amostras foram solubilizadas e
incubadas por 16 horas a 37 °C.

Apés a incubacao, foram adicionados as amostras 2 uL de Tampao de amostra 2X
(“thorin” a 0,01% em 20% de glicerol). O material foi entdo submetido a eletroforese
de carboidrato sem tampao 1X (glicina a 0,192 M; Tris-HCI 0,025 M, pH 8.3) sob
corrente elétrica constante de 20 mA para cada gel no sistema por aproximadamente
50-60 minutos (4°C). O gel foi visualizado sob luz UV (SOARES et al., 2004).

3.5.3- Avaliacéo da producéo de Oxido Nitrico (NO)

Para se avaliar o perfil pré-inflamatério dos LPGs das diferentes cepas,
camundongos da linhagem C57BL/6 foram inoculados intraperitonealmente com 2 mL
de solucdo de tioglicolato 3%. ApOs 72 horas, os animais foram submetidos a
eutanasia e os macrofagos recuperados por lavagem da cavidade peritoneal utilizando
meio RPMI gelado. Em seguida, as células foram contadas em camara de Neubauer
e diluidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB).
Aliquotas de 200uL foram colocadas em uma placa de 96 pocos de forma que a
concentracédo final fosse de 3,5 X 10° células/poco. A placa foi incubada por 1 hora a
37°C em 5% de CO: para adesao das células. Em seguida, o meio foi trocado por

meio RPMI suplementado (10% SFB) para retirada das células ndo aderentes. As
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células foram primadas com IFN-y (3Ul/mL, 18 horas) e foram incubadas com os LPGs
(10ug/mL) das 8 cepas estudadas e LPS (100ng/mL, controle positivo). O controle
negativo foi representado pelo sobrenadante de macrofagos pré-incubados com IFN-
v. Cada amostra foi preparada em duplicata em dois experimentos independentes. A
placa foi incubada a 37°C em 5% de CO2 por um periodo de 48 horas. Foram utilizados
50ul do sobrenadante para dosagem de nitrito com inferéncia para producdo de NO
realizada pelo método de Griess (Griess Reagent System, 2009, absorbancia de
490nm).
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4-RESULTADOS

4.1- Tipagem molecular (PCR-RFLP do hsp70)

Apés a tipagem molecular das cepas pela reacdo de PCR-RFLP do gene
hsp70, os perfis de restricdo das cepas parentais (canaletas 6 e 7) e dos hibridos
(canaletas 8-13) foram idénticos aos de outra cepa de L. major (FV1) utilizada como
controle e cedida pela Dra. Célia Gontijo. Os perfis foram completamente diferentes
dos controles utilizados (L. amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis e L. infantum)
(Figura 6).

Figura 6: Perfil de restrigdo do fragmento do gene hsp70 de diferentes espécies de Leishmania. M —
marcador de peso molecular de 100bp; 1, L. Amazonenses (IFLA/BR/75/PH8); 2,L. braziliensis
(MHOM/BR/75/2903); 3,L. infantum (MHOM/BR/74/PP75); 4,L. guyanensis(MHOM/BR/75/M4147); 5,L.
major (FV1, controle MHOM/IL/80/Friedlin); 6, FV1 (parental); 7,Seidman (MHOM/SN/74/SD, parental);
8, hibrido FnSd1; 9,hibridoFnSd3; 10, hibridoFnSd4a; 11, hibridoFnSd4b; 12,hibrido FnSd4c e 13,
hibrido FnSd6f.
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4.2- Analise por Western Blot
Para confirmar o sucesso da purificacdo e ja ter uma ideia preliminar da

estrutura, os LPG foram submetidos ao western-blot com diferentes anticorpos.

- WIC 79.3

Os LPGs purificados da cepa parental FV1 e das hibridas FnSd4A, FNSd4B e
FnSd3 de L. major foram reconhecidos pelo anticorpo WIC 79.3, especifico para Gal
terminal (81,3) em diferentes niveis de galactosilagdo. Como ja era esperado, este
anticorpo reconheceu o LPG da cepa FV1 (controle). Este anticorpo também
reconheceu os hibridos FnSd4B e FnSd3, porém reconheceu fracamente os LPGs
das cepaFnSd4A e FnSd4F (Figura 7).

Figura 7: Reatividade dos LPGs (10 pg) das cepas de L. major (FV1 e Sd) e hidridos (FnSd4A, FnSd4B,
FnSd6F e FnSd3) ao anticorpo WIC 79.3 (1:1000).

FV1 Sd FnSD4A  FnSd4B FV1 Sd FnSd6F FnSd3

- CA7TAE

Somente o LPG da cepa parental Sd de L. major foi reconhecido pelo anticorpo
CAT7AE, que reconhece as unidades repetitivas de Gal(1,4)-Man(a1)-POx livres de
cadeias laterais (Figura 8). Isto mostra que diferente da cepa FV1 que ndo possui
unidades repetitivas livres, a cepa Sd possui estes epitopos livres para a ligacao do

anticorpo.
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Figura 8: Western Blot de LPG purificado (10 ug) das cepas de L. major (FV1 e Sd) e L. major hidridas
(FnSd4A, FnSd4B, FnSd6F e FnSd3) em presenca do anticorpo CA7AE (1:1000).

FV1 Sd FnSd4A FnSd4B FVI Sd FnSd6F  FnSd3

-
"
e

4.3- Avaliacdo da producéo de Oxido Nitrico (NO)

Para avaliar funcionalmente os polimorfismos dos LPGs (parentais e hibridos),
macrofagos murinos peritoneais das linhagens C57BL/6 foram estimulados. Os LPGs foram
capazes de estimular diferencialmente a producdo de 6xido nitrico (NO). Os hibridos
SD3, FnSd4B e FnSd6F estimularam uma maior producdo de NO comparado ao
Parental FV1 (P<0,05). Por outro lado, os hibridos FnSd4A e FnSd4C estimularam
uma producdo menor que o parental SD (P<0,05). Ao se observar a expressao de
LPGs galactosilados (Figura 9), observa-se uma maior reatividade ao anticorpo WIC
79.3 nos hibridos Sd3 e FnSd4B e baixa no FnSd6F. Esses resultados sugerem que
hibridos mais galactosilados induziriam uma maior producdo de NO.
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Grafico 1: Producédo de nitrito por macrofagos murinos expostos aos LPGs (10 pug/mL) das cepas
parentais e hibridas. LPS foi utilizado como controles positivo. Asteriscos indicam diferenca estatistica
(P<0.05).

NO (mM)

FnSd3
FnSd4A
FnSd4b

FnSd6f

C57BL/6

4.4- Andlise do perfil eletroforético das unidades repetitivas (FACE)

A fim de se conhecer melhor a estrutura das unidades repetitivas, os LPGs foram
hidrolisados e seus fragmentos purificados. Essas unidades foram marcadas e
submetidas a eletroforese para visualizacdo dos perfis de carboidratos. Para a
identificacdo do numero de acucares foi utilizado um padrdo de peso molecular de
oligossacarideos (G2-Gs) cujas bandas indicam o perfil de migracdo de di a

pentassacarideo.

Desta forma foi possivel identificar os perfis das unidades repetitivas das cepas do

estudo, sendo que as cepas parentais apresentaram as seguintes caracteristicas:
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Perfil FV1- unidades repetitivas sem cadeias laterais que migraram na posicao
correspondente a um dissacarideo (G2,); poucas unidades repetitivas com uma
cadeia lateral que migraram na posicdo correspondente a um trissacarideo (G3);
unidades repetitivas ligadas a dois sacarideos (G4); e poucas unidades repetitivas

ligadas a trés e quatro sacarideos (G5 e G6, respectivamente).

Perfil SD- unidades repetitivas sem cadeias laterais que migraram na posicao
correspondente a um dissacarideo (G2,); grande quantidade de unidades repetitivas
com uma cadeia lateral que migraram na posicao correspondente a um trissacarideo
(G3); poucas unidades repetitivas ligadas a dois sacarideos (G4); e unidades

repetitivas ligadas a trés sacarideos (G5).

Em relacdo ao perfil das cepas hibridas observamos que as cepas FnSd3, FnSd6F
FnSd4A e FnSd4B apresentaram perfil semelhante ao da cepa parental FV1 (Figura
8 A e B). Estes resultados confirmam os padrées de galactosilacdo observados nas
cepas FnSD3, FnSd4B (Figura 5). A cepa FNSd6F embora seja muito galactosilada
(banda G3), também é muito galactosilada (banda G4) e isso poderia justificar o seu
nao reconhecimento pelo anticorpo WIC 79.3. Entretanto, as cepas FnSd3, FnSd6F e
FnSd4A apresentaram a banda em G2 mais intensa do que no parental FV1, sendo
semelhante ao parental Sd. Isso indica fortemente que os hibridos possuem padrdes
de glicosilacédo das duas cepas parentais expressando ambos LPGs.
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Figura 9: Perfil eletroforético das unidades repetitivas dos lipofosfoglicanos de L. major parentais e
hibridos. (A): cepas FV1, Sd, FnSd3 e FnSd6F (B) FV1, Sd, FnSd4A e FnSd4B.). Legendas: Ara,
arabinose; Gal, galactose. G2-G7, padréo de oligoglicoses.

A) FV1 SD FnSd3 FnSd6F
G7
G6 ;V' ' — — Gal — Gal — Gal — Man
[ — Ara — Gal — Gal — Man
63 1 — Gal — Gal — Man
G4 -
- —Gal—Man
G3 - ]

B) FV1  SD FnSd4A  FnSd4B

Gal — Gal — Gal — Man
Ara — Gal — Gal — Man
Gal — Gal — Man

Gal — Man
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5 — DISCUSSAO

As trocas genéticas ja foram registradas em varios tripanossomatideos de
relevancia médica em humanos. Gendtipos hibridos foram observados em moscas
tsé-tsé durante a co-transmissdo de duas cepas de Trypanosoma brucei (JENNI et
al.,1983) e em células de mamiferos apods coinfeccdo com dois clones de
Trypanosoma cruzi diferindo em marcadores de resisténcia a medicamentos (GAUNT
et al.,2003). Utilizando também a técnica de marcadores de resisténcia a
medicamentos, Capul e colaboradores em 2007 demonstraram experimentalmente
evidéncias de troca genética em L. major Mesmo ndo sendo altamente frequente as
trocas genéticas ja foram evidenciadas experimentalmente ou naturalmente em varios
outros isolados de Leishmania de diferentes espécies (KELLY et at, 1991, DU JARDIM
et at.,, 1995, RAVEL et al. 2006). Mais recentemente o grupo do Dr. David Sacks
obteve com sucesso in vivo cepas hibridas de L.major, que foram utilizadas nesse
estudo (AKOPYANTS et al., 2009).

Com base nos dados obtidos através da tipagem molecular do gene hsp70
(GARCIA et al., 2003), confirmamos que todas as cepas recebidas para o estudo eram
L.major, pois apresentavam perfil de restricdo semelhantes a cepa referéncia utilizada

em estudos anteriores por N0Sso grupo.

O Western Blot é uma técnica amplamente utilizada na analise de
glicoconjugados em Leishmania. Em 2002 Soares e colaboradores utilizou a técnica
com LPGs de L. infantum, utilizando o anticorpo CA7AE foi possivel reconhecer as
ligacOes Galactose-Manose livres de cadeias laterais, 0 mesmo observa-se nos
trabalhos de Coelho-Finamore e Soares et al. 2005 para L. braziliensis. Para L. major
os trabalhos de Wu et al.,2015., e Guimaraes et al., 2018., também utlizaram a técnica,
por sua vez com o anticorpo WIC 79.3 para caracterizar os LPGs galactosilados das

cepas utilizadas nesses estudos.

Em nosso trabalho podemos analisar que o anticorpo WIC 79.3 foi melhor na
caracterizacdo dos hibridos do que o CA7AE. Tal Fato nos indica que o LPG da cepa

parental Friedlin tem maior expressao nas cepas hibridas do que Seidman.
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Sabe-se que os LPGs de major sdo agonistas de TLR2 (DE VEER 2003,
BECKER 2003). Nesse trabalho testamos pela primeira vez os LPGs de hibridos de
L. major em macrofagos. Vimos que as cepas hibridas FnSD3, FnSd4B e FnSD6F
estimularam a maior producéo de 6xido nitrico. Entdo funcionalmente parece que os

LPGs mais galactosilados oriundos do parental FV1 sdo mais pro-inflamatorios.

A técnica da eletroforese de carboidratos tem sido empregada com sucesso no
estudo do LPG de varias espécies de Leishmania incluindo L. infantum (SOARES et
al. 2002), L. tropica (SOARES et al 2004), L. braziliensis (SOARES et al. 2005) e L.
amazonensis (NOGUEIRA et al., 2017).

Finalmente, ao se analisar a estrutura das unidades repetitivas, confirmamos
gue houve hibridizagcdo em que os LPGs galactosilados parecem ser mais expressos,
porém as unidades repetitivas na posicdo G2, indicam também a expresséo de LPGs

sem cadeias laterais do parental Sd.

Com base nos dados apresentados, observou-se que os hibridos possuem uma
expressdo mista de LPGs e que os hibridos exibindo maior galactosilacdo foram mais

pré-inflamatérios.

Em conclusdo, os eventos de hibridizacdo genéticos também refletiram na
expressdo de glicoconjugados. Sendo estas moléculas fatores de viruléncia
multifuncionais tanto com papel no vetor quanto no hospedeiro vertebrado (ASSIS et
al., 2021), isto poderia resultar em diferentes padrbes de viruléncia pelos parasitos.
Estes eventos favoreceriam a adaptacdo dos parasitos aos seus diferentes
hospedeiros e resultando também na ativacéo de eventos imunopatologicos durante

a infecgéao.
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6. CONCLUSOES

A hibridizacdo resultou numa expressdo mais galactosilada resultante do
parental FV1,

Estes LPGs mais galactosilados apresentaram maior reatividade ao anticorpo

WIC 79.3 e ativaram maior produgcédo de NO pelos macrofagos.
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