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SANTOS JUNIOR, Reginaldo Brito dos. Diferenciacéo de células B e plasmocitose no curso
da desorganizacao esplénica na leishmaniose visceral: um estudo experimental em hamsters.
2022. 103 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Instituto
Goncalo Moniz, Fundagdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

Introducdo: A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca infecciosa causada pela Leishmania
infantum, em que ha o comprometimento de 6rgédo internos. No bacgo a infeccdo é crénica e
progressiva. Além disso, na LV grave ocorre a desorganizagdo dos compartimentos esplénicos,
a diminuicdo do numero de células B (LyB) na polpa branca (PB) e plasmocitose na polpa
vermelha (PV). Os plasmdcitos tém sobrevida estendida e acumulam-se em vérias doencas
crbnicas. Contudo, pouco se sabe sobre as funcdes e 0s mecanismos de geracdo e manutencéo
da sobrevida dessas células. Objetivo: Neste trabalho, investigamos os potenciais mecanismos
associados com o desenvolvimento andmalo de LyB que levam a plasmocitose no curso da LV.
Métodos: 56 hamsters da linhagem Golden Sirius com 6 a 8 semanas de idade foram usados
neste estudo: 28 foram injetados intraperitonealmente com 1x107 promastigotas de L. infantum
e 28 receberam a solucdo diluente pela mesma via. Sete animais de cada grupo foram eutasiados
30, 60, 120 e 150 dias apds a injecdo (dpi). Os animais foram necropsiados e amostras dos
orgdos foram fixadas em parafina para estudo histolégico e avaliagdo da distribuicdo de célula
B e plasmacitos por imuno-histoquimica. Para trés animais de cada grupo e em cada ponto, um
fragmento do bago foi colhido para avaliagdo transcriptdmica da expressao génica e associacdo
entre moléculas relacionadas com o desenvolvimento de LyB, incluindo uma molécula
chamada DLK1. Resultados: Houve aumento da PB dos animais infectados 120 dpi, enquanto,
no ponto consecutivo ocorreu atrofia, apos 150 dias. Afetando a regido de foliculo linfoide,
possivelmente devido a diminuicdo de LyB. Também observamos reducdo da quimiotaxia de
LyB, pela diminuicdo de CXCL13 e CXCL12 que ocorreu 120 e 150 dpi. Houve uma tendéncia
a diminuicdo de fatores moleculares relacionados com a resposta de centro germinativo (CG),
observado pela expressdo génica dos hamsters infectados. Nao houve alteracfes na quantidade
de LyB na PV dos animais infectados, mas houve progressiva plasmocitose na PV dos animais
nos pontos mais tardios da doenca, 120 e 150 dpi e o acumulo dessas células na zona de células
T 120 dpi, sendo que DLK1 esté associada com a plasmocitose na PV. A expressao génica dos
animais infectados confirmou a diferenciacdo de plasmacitos 150 dpi e associou a sinalizacdo
por IL-21 e IFN-y como as principais moléculas envolvidas. Além disso, houve o aumento de
IL-6 150 dpi. Conclusdes: Neste estudo correlacionamos alteragdes estruturais e celulares com
a expressdo molecular, para investigar os determinantes da diferenciacdo anémala de LyB em
formas graves da LV. Os resultados deste trabalho demonstram aumento de I1L-21 e INF-y como
moléculas responsaveis pelas alteracdes nas vias de diferenciacdo de LyB. Além disso,
demonstramos um aumento da area de LyB da PB, que antecede a diminuicéo e possivelmente
a desorganizacdo do baco. E possivel que essa atrofia esteja relacionada com a inibigio do
homing de LyB durante a infecgéo.

Palavras-chaves: Plasmocitos. Expressdo génica. DLK1. Imuno-histoquimica.



SANTOS-JUNIOR, Reginaldo Brito dos. B cell differentiation and plasmacytosis in the
course of splenic disorganization in visceral leishmaniasis: an experimental study in
hamsters. 2022. 103 f. Dissertacdo (Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia.
Instituto Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

ABSTRACT

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL) is an infectious disease caused by Leishmania
infantum, which internal organs are compromised. In the spleen the infection is chronic and
progressive. In addition, in severe VL, there is disruption of splenic compartments, a decrease
of B cells number in the white pulp (WP) and plasmacytosis in the red pulp (RP). Plasma cells
have extended survival and accumulated in many chronic diseases. However, poorly is known
about the functions and mechanisms of generation and maintenance of cell survival. Objective:
In this work, we investigated the potential mechanisms associated with the abnormal
development of B cells that lead to plasmacytosis during VL. Methods: 56 Golden Syrian
hamsters with 6 to 8 weeks were used in this study: 28 were injected intraperitoneally with
1x107 L. infantum promastigotes and 28 received the diluent solution by the same route. Seven
animals from each group were euthanized 30-, 60-, 120- and 150-days post-injection (dpi). The
animals were necropsied and organ samples were fixed in paraffin for histological study and
evaluation of B cell and plasma cell distribution by immunohistochemistry. For three animals
from each group and at each point, a spleen fragment was collected for transcriptomic
evaluation of gene expression and association between molecules related to B cell development,
including a molecule called DLK1. Results: There was an increase in the WP of the infected
animals at 120 dpi, while at the 150 dpi there was atrophy affecting the follicle, which might
be related to a decrease in B cells. We also observed a reduction in B cell chemotaxis, due to
the decrease in CXCL13 and CXCL12 that occurred at 120 and 150 dpi. We noticed a toward
to decrease molecular factors related to the germinal center (GC) response, observed by the
gene expression of infected hamsters. There were no changes in the amount of B cells in the
RP of the infected animals, but there was progressive plasmacytosis in the RP of the animals at
the later stages of the disease, 120 and 150 dpi and the accumulation of these cells in the T cell
zone at 120 dpi, DLK1 was associated with the plasmacytosis in RP. The gene expression of
infected animals confirmed the differentiation of plasma cells at 150 dpi and associated
signaling by IL-21 and IFN-y such the main molecules involved. In addition, there was an
increase in IL-6 150 dpi. Conclusions: In this study we correlated structural and cellular
changes with molecular expression to investigate the determinants of B cell anomaly in severe
forms of VL. In this work we demonstrate an increase in IL-21 and INF-y both responsible for
changes in B cell differentiation pathways. In addition, we demonstrate an increase in the B cell
area in the WP, which is followed by a decrease and disorganization. It is possible that the WP
atrophy is related to the inhibition of B cell homing during infection.

Keywords: Plasma cells. Gene expression. DLK1. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma infecdo parasitaria, caracterizada pelo
comprometimento de 6rgaos, como o baco, figado e medula éssea. O Brasil € um dos paises
mais afetados pela doenca, sendo responsavel por mais de 99% dos casos que ocorrem no
continente americano. Em pacientes susceptiveis a doenca pode se manifestar através de
alteracdes como hepatoesplenomegalia e hiperesplenismo, podendo levar ao ébito do paciente
em decorréncia de coinfec¢es e hemorragias (ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018; DOS-SANTOS et al., 2014).

O baco um dos 6rgaos alvo da doenca, que apresenta alteracGes estruturais e na
celularidade associados com a gravidade da doenca, como o acumulo de plasmacitos (PC)
(SANTANA et al., 2008; SILVA-O’HARE et al., 2016). A diferenciacdo andmala destas
células no baco pode ser decorrente da ativacdo policlonal, caracterizada por uma
inespecificidade dos anticorpos produzidos, além de um processo de imunoregulacdo com a
producdo de citocinas que inibem a resposta imune efetiva contra a infeccdo e favorece a
sobrevivéncia do parasito (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018). O actimulo
de PC também é descrito em outras doencas cronicas e infecciosas, mas pouco se sabe sobre 0s
mecanismos de geracdo dessas células.

Neste trabalho, investigamos os eventos moleculares associados com a diferenciacéo de
PC de forma sequencial, através da avaliacdo do perfil transcriptobmico do baco, e
correlacionamos esses mecanismos moleculares com as alteracdes histopatoldgicas observadas

na celularidade de célula B (linfécito B-LyB) e PC, pela técnica de imuno-histoquimica (IHQ).

1.1 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose é uma doenca infecciosa, causada por protozoarios do género
Leishmania. A transmissao ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas de flebtomos do
género Lutzomya (no novo mundo) ou Phlebotomus (no velho mundo), que inoculam na derme
do hospedeiro as formas promastigotas. O parasito possui duas formas evolutivas: a forma
flagelar chamada de promastigota, presente exclusivamente no vetor invertebrado, e a forma
aflagelar amastigota, uma forma intracelular obrigatoria, presente no hospedeiro vertebrado
(ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). O ciclo de transmisséo
reinicia quando os flebétomos adquirem as formas amastigotas de células infectadas do
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hospedeiro. No intestino do inseto as amastigotas se transformam em promastigota e entao,
migram para a proboscide do fleb6tomo dando continuidade ao ciclo (ANVERSA et al., 2018;
BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A doenca possui um amplo espectro clinico com diferentes formas de manifestacdo, que
vai desde lesdes cutdneas localizadas ou difusas pelo corpo (Leishmaniose cutanea), até uma
forma disseminada, em que ocorre a visceralizacdo da infeccdo e o comprometimento de 6rgéos
internos (LV). A apresentacdo clinica da doenca vai depender da espécie do parasito e fatores
genéticos inerentes ao hospedeiro (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A LV ¢é endémica em mais de 60 paises, sendo que o continente americano, a regido do
leste africano e a india subcontinental s&o as regides mais afetadas pela doenca. Além disso, o
Brasil é responsavel por mais de 99% dos casos relatados na América (BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018). No Brasil, mesmo com as restricbes impostas pela pandemia de COVID-
19 foram registrados 1.933 casos da doenca em 2020. S6 a regido Nordeste foi responsavel por
aproximadamente 50% dos casos (959 casos), e mesmo na disponibilidade de um tratamento
houve 165 6bitos, com uma taxa de letalidade de 9,5% (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE,
2020). Sendo que as principais causas associadas aos obitos sdo as coinfec¢des e sangramentos
(ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A doenga é causada pelas espécies L. donovani e L. infantum, sendo essa Ultima a
responsavel pelos casos da doenca nas Ameéricas, que tem como principal reservatério o cdo
doméstico (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Uma vez inoculado na derme do
hospedeiro o parasito é fagocitado por células, principalmente os macréfagos (M®) e células
dendriticas (dendritic cells - DCs), que migram para 6rgdos como medula dssea, figado e baco,
os principais Orgdos afetados pela doenca (BRASIL; ANVERSA et al., 2018; KUMAR,;
NYLEN, 2012; VOLPEDO et al., 2021). Os sintomas mais comuns sdo: febre persistente,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, hipergamaglobulinemia e caquexia, em decorréncia do
comprometimento dos orgdos alvo da infeccdo (BRASIL; ANVERSA et al., 2018; BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018).

A apresentacdo clinica da doenca também vai depender da fase de infeccdo, que varia
entre uma fase inicial chamada de fase “aguda”, com inicio da sintomatologia, incluindo
principalmente febre, palidez cutdneo-mucosa, muitas vezes historico de tosse e diarreia, além
de hepatoesplenomegalia. Alguns pacientes apresentam um quadro clinico discreto neste
periodo, caracterizando a forma oligosintomaética, de curta duragdo que normalmente evolui

para a cura espontanea. H4 também um periodo de estado da doenca (fase de sintomas mais
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carateristicos), com febre irregular, palidez, aumento da hepatoesplenomegalia e
emagrecimento progressivo, apresentado de forma “arrastado” com mais de dois meses de
evolucdo. E o periodo final, em que a doenca evolui progressivamente com febre continua e
uma piora do estado geral, caracterizado por desnutricdo, anasarca e hemorragias, podendo
evoluir para o 6bito (BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

A forma cléssica de diagnostico da LV é pela deteccdo das formas amastigotas nos
tecidos, através de microscopia ética ou cultura. Sendo que o poder de deteccao do parasito em
lamina histoldgica vai depender do érgdo utilizado no exame (BRASIL; ANVERSA et al.,
2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). O baco é o 6rgdo com maior taxa de
sensibilidade no teste, com 90%, seguido de medula éssea (50-80%) e figado/linfonodos (45%).
Portanto, o aspirado esplénico é considerado padréo ouro para o diagnostico da LV. No entanto,
neste procedimento ha um grande risco de hemorragia em decorréncia da coleta, sendo uma
limitagdo para utilizagdo do teste (BRASIL; ANVERSA et al., 2018, BURZA; CROFT,;
BOELAERT, 2018). O sangue possui baixa sensibilidade, exceto para pacientes coinfectados
com o virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus — HIV) devido ao
alto parasitismo (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A outra forma de diagnostico é com a utilizacdo de testes soroldgicos, como ensaio de
imunoabsorcdo enzimatica (Enzyme Linked Immunonosorbent Assay - ELISA),
imunofluorescéncia e aglutinacdo direta ou por técnicas de biolégica molecular, o western blot
ou reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este ultimo também é (til na identificacdo da espécie
responsavel pela infec¢do. Além disso, ha os testes imunocromatograficos como o teste rapido
com antigeno recombinante K39, sendo esse, o teste mais usado e recomendado pelo ministério
da saude no Brasil, com uma taxa de sensibilidade entre 86-100% e 82-100% de especificidade
(BRASIL; ANVERSA et al., 2018; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

No Brasil, para o tratamento da LV o medicamento de primeira linha é o antimonial
pentavalente, (Pentostam ou Glucantine) que possui uma taxa de efetividade de quase 90%,
entretanto, possuem alta toxicidade para 6rgaos como coragéo, figado e rim, e por isso, ndo séo
recomendados para pacientes com alguma disfuncdo nesses 6rgdos ou gestantes, devido efeitos
teratogénicos (BRASIL; ANVERSA et al., 2018). Para o grupo de pacientes em que ndo €
possivel administrar os antimoniais pentavalentes ou nos casos de falha terapéutica, € utilizado
a segunda linha de tratamento com anfotericina B e pentamidinas. A anfotericina B lipossomal
possui menos efeitos colaterais e é recomendada para 0s grupos sensiveis aos efeitos adversos
(BRASIL; ANVERSA et al., 2018). Apos o tratamento, o paciente pode voltar a apresentar
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sintomatologia dentro do periodo de 12 meses depois da cura, caracterizando um quadro de
recidiva da doenca (BRASI; MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.1.1 Resposta imune na leishmaniose visceral

A maior parte dos pacientes com LV séo assintomaticos e ndo desenvolvem a doenca,
caracterizados pela positividade em testes (soroldgicos ou de reacdo cutanea), mas auséncia de
sintomatologia. Enquanto uma minoria desenvolve a forma ativa da doenca, que se ndo for
tratada € fatal. Ainda ndo esta totalmente claro os fatores associados com a progressdo da
doenca, mas ja se sabe que fatores ambientais e socioecondmicos como a desnutri¢do que afeta
0 desenvolvimento da resposta imune, além da interacdo entre parasito e aspectos
genéticos/imunologicos do hospedeiro estdo relacionados (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO
etal., 2014; KUMAR; NYLEN, 2012).

As células mononucleares de sangue periférico (peripheral blood mononuclear cells —
PBMC) de pacientes assintomaticos ou com infeccdo subclinica apresentam producdo de
interleucina (IL) 2, IL-12 e interferon gama (IFN-y), em resposta ao estimulo com antigenos de
Leishmania. Sendo que a neutralizagdo de IL-12 interrompeu a proliferacéo e producdo de INF-
v neste grupo (DAYAKAR et al., 2019; KUMAR; NYLEN, 2012). Da mesma forma, o PBMC
dos pacientes com forma ativa n&o sdo proliferantes e nem capazes de produzir o INF-y, mesmo
sob estimulo antigénico. Apenas no sangue total dos pacientes com LV estimulados com
antigenos foi observado a producdo do INF-y (FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLEN,
2012).

Apos a cura da LV as PBMC dos pacientes apresentam capacidade proliferativa,
producdo de IFN-y e do fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor — TNF) com estimulo
de antigeno. Sendo que a co-cultura das PBMC do periodo de antes do tratamento com a PBMC
apos o tratamento, demostra um efeito supressor da proliferacdo das células na fase ativa da
doenca (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLEN, 2012).

Por um tempo a resposta contra a LV foi associada com a imunidade mediada por células
T (linfocitos T-LyT) auxiliadoras do tipo (T helper — Th) 2, com a produgéo de IL- 4 e IL-13.
Entretanto, foi demonstrado que também ha a producdo de citocinas e quimiocinas
inflamatdrias encontradas no sangue dos casos de LV, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-15, quimiocina
C-X-C ligante (CXCL) 10, CXCLJ9, além das ja mencionadas (IL-12, INF-y e TNF-a). O que
demostra que a doenca ndo é unicamente mediada pela reposta Th2 (FALEIRO et al., 2014;
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KUMAR; NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021). Apesar de que a resposta inflamatoria Thl
possui um efeito protetor na infeccdo por Leishmania, enquanto a reposta anti-inflamatéria Th2
vai ser permissiva a infeccdo, mediada pela producdo de IL-4, IL-10 e fator de crescimento
transformante beta (transforming growth factor beta - TGF-B) (DAYAKAR et al., 2019;
SAMANT et al., 2021).

Pacientes com LV demonstram elevados niveis de IL-10 no sangue e aumento da
expressao a nivel tecidual (baco, medula éssea e linfonodos). Um dos principais efeitos desse
aumento € a regulacdo da atividade de M®, permitindo a replicacdo do parasito nessas células.
A IL-10 torna os M® n&o respondedores aos sinais de ativacdo e causa a inibi¢ao da producéo
do TNF-a e oxido nitrico (nitric oxide-NO), prejudicando a atividade microbicida deles.
Estudos com o bloqueio de IL-10 demonstraram a restauracéo da producgdo de INF-y, TNF-a ¢
as atividades de M®, com reducdo do parasitismo. De forma similar, a producdo aumentada de
TGF-B que ocorre durante a LV possui efeito modulador na resposta de M® e capacidade de
eliminagdo do parasito (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLEN,
2012; SAMANT et al., 2021).

Celulas Th17 tem demonstrado um importante papel protetivo durante a LV, mediado
pela liberagdo das citocinas IL-17 e IL-22 que agem no recrutamento de neutréfilo, aumento da
expressdo de mediadores inflamatorios inatos e diminuicdo da carga parasitaria (DAYAKAR
et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR; NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021).
Entretanto, também ja foi observado o aumento circulante de I1L-27, bem como, da expressao
dessa citocina em baco de pacientes com LV, além também do aumento da expressdo de IL-21.
Sendo que a IL-27 possui um efeito modulador da resposta Th17 e é capaz de induzir LyT
reguladores do tipo 1 (type 1 regulatory T cell — Trl). A IL-21 em sinergismo induz o aumento
da producéo de IL-10 pela Trl (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al., 2014; KUMAR,;
NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021).

1.1.1.1 Células do sistema imune inato

Os neutréfilos sdo as primeiras células do sistema imune inato recrutadas para o local
da picada, devido a fatores do hospedeiro, do parasito e do proprio inseto. Estas células véo
desempenhar sua funcdo imune através da fagocitose da Leishmania, formacéo de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (neutrophil extracelular traps - NETS) e pela liberacdo de espécies

reativas de oxigénio e nitrogénio (reactive oxygen species - ROS e reactive nitrogen species -
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RNS), seja no sitio inflamatério ou no interior dos fagolisossomos (VOLPEDO et al., 2021).
Além disso, os neutrofilos possuem papel na regulacdo da resposta adaptativa, podendo
favorecer a inducdo da resposta de LyT através da liberacdo de IL-12, INF-y ¢ TNF-a ou
inibindo-a, pela secrecdo de substancias anti-inflamatorias como IL-10, TGF-B e tromboxano
A2 (VOLPEDO et al., 2021).

Assim como os neutréfilos, os mondcitos séo as primeiras células recrutadas apos a
infeccdo por Leishmania, devido a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias e quimiocionas,
como o receptor de quimiocina C-C (C-C receptor - CCR) do tipo 2, uma das moléculas
envolvidas no recrutamento de mondcitos inflamatérios (inflammatory monocytes - iMOs). O
reconhecimento pelos receptores do tipo Toll (Toll-like recptors - TLR) 2 e 4 nos iMos em
sinergismo com a sinalizacdo mediada pela liberacdo de IFN-y por neutrdéfilos, leva a producéo
de TNF-a e ativacdo do poder microbicida dos mondcitos. A regulacdo da expressao de ambos
TLR2 e TLR4 que ocorre em decorréncia da infeccdo por Leishmania, inibem a fagocitose e o
burst respiratorio, além de promover a secrecdo de IL-10 e perfil anti-inflamatdrio dos
monocitos (VOLPEDO et al., 2021).

Os iMOs podem migrar para 6rgaos como baco e figado, local onde podem adquirir o
fator induzivel por hipoxia 1 alfa (hipoxia-inducible factor - HIF-1a), induzindo um fenétipo
do tipo myeloid-derived supressor cells (MDSC) que sdo mais permissivas a infeccdo e
favorecendo a cronicidade da doenga. Enquanto mondcitos com perfil anti-inflamatério ajudam
na formacdo de granulomas nos dois 6rgdos, contribuindo para o controle da infeccdo pela
liberacdo de IL-13 e IL-4 (VOLPEDO et al., 2021).

Os M® sdo os principais hospedeiros celulares da Leishmania e podem estar presentes
no sitio de infeccdo devido a diferenciacdo de mondcitos presentes no local ou serem atraidos
de outros sitios para o local de infeccdo através de quimiocinas liberadas por neutrofilos
(VOLPEDO et al., 2021).

Os iMOs normalmente se diferenciam em M® de perfil inflamatorio (M1/via classica).
Sendo que o reconhecimento do gp63 presente na superficie da Leishmania pelos TLRs causam
o0 translocamento do fator nuclear kappa B (nuclear factor kappa B-NF-xB) e
consequentemente a liberacdo de 1L-12, TNF-a e a producdo de espécies reativas (ROS e RNS)
nos M® M1, atuando no controle da Leishmania (VOLPEDO et al., 2021). Por outro lado, 0s
monocitos anti-inflamatorios consequentemente tendem a se diferenciar nos M® anti-
inflamatorios (M2/via alternativa), que sdo produtores de IL-10 e IL-4, e causam a reduc¢éo da
producdo do NO e inibicdo da ativacdo mediada por IFN-y. Além disso, foi demonstrado a
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capacidade de L. infantum em induzir a diferenciagéo para o perfil M2 de M®, bem como, um
predominio deste perfil na infecgdo por L. donovani (VOLPEDO et al., 2021).

As DCs sdo células apresentadoras de antigeno profissionais, que migram para tecidos
linfoides secundarios para realizacdo da apresentacdo de antigeno aos LyT. Sendo que a
sinalizacdo por IL-12 mediada por DCs possuem um papel importante na polarizacao de células
Th1 produtoras de IFN-y. Entretanto, a Leishmania é capaz de liberar substancias capazes de
modular a producéo desta citocina pelas DCs, sendo um achado em estagios crénicos da doenca

a presenca dessas células com producao regulada de IL-12 (VOLPEDO et al., 2021).

1.1.1.2 Células T e B

Os LyT CD (cluster of differentiation) 4* desempenham papel na protecdo contra
Leishmania principalmente pela producdo das citocinas inflamatorias efetoras (TNF-a ¢ 1L-12),
além da funcdo dos LyT CD8* em mediar a resposta contra o parasito pela producéo de IFN-y,
granzimas e perforinas, induzindo a morte de células infectadas. Apesar de que ambos o0s
fenotipos de LyT podem exibir um perfil de exaustdo durante a LV, comprometendo a reposta
imune celular mediada por essas células e facilitando a persisténcia e progressao da doenca
(KUMAR; NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021).

Os LyB estdo envolvidos na exacerbacdo da LV, favorecendo a susceptibilidade a
infeccdo. Desde que a deplecdo de LyB contribui para a resisténcia contra o parasito. Isto ocorre
principalmente pela ativacdo policlonal destas células, caracterizada por uma expansao
inespecifica de LyB que resulta na producéo de citocinas imunomoduladoras e anticorpos (AC)
inespecificos, em resposta a exposicdo de antigenos do parasito. A hipergamaglobulinemia,
com a producédo de AC de baixa especificidade contra o parasito e a produgédo de IL-10 sdo
achados caracteristicos que ocorrem na LV (KUMAR; NYLEN, 2012; SILVA-BARRIOS;
CHARPENTIER; STAGER, 2018).

A 1L-10 produzida por LyB durante a LV é capaz de suprimir a resposta Thl,
contribuindo para a susceptibilidade. Além disso, os AC podem contribuir para a piora da
doenca pela formacdo de imunocomplexos (KUMAR; NYLEN, 2012; SILVA-BARRIOS;
CHARPENTIER; STAGER, 2018).
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1.1.2 Regulacéo génica na leishmaniose visceral

Durante a LV ocorre a regulacdo na diferenciacdo e producédo de citocinas em LyT
CD4+ através da expressao diferencial de microRNAs (miRNA). O silenciamento do miRNA-
21 induz o aumento de IL-12 em DCs infectadas por L. donovani. Além disso, ja foi relatado a
inibicdo por miRNA do gene notch 3 na leishmaniose, sendo esse gene responsavel pela
producdo de INF-y, favorecendo a sobrevivéncia do parasito (SAMANT et al., 2021).

A regulacéo negativa de alguns miRNA favorece a diferenciacdo de LyT naive para o
perfil Th2 e a producéo de IL-4 e IL-13 por essas células. Da mesma forma, a regulagéo negativa
de miRNA (miRNA-93-3p e 486a-3p) que regulam STAT 5 e 6 estdo associados com a indugéo
da diferenciacdo do perfil Th2. Sendo que estes miRNA também estdo regulados negativamente
em LyT CD4+ durante a infec¢do, demonstrando uma regulacédo e inducdo da resposta anti-
inflamatoria de LyT na infecgdo por Leishmania (SAMANT et al., 2021).

Nosso grupo avaliou o perfil transcricional do baco de hamsters infectados por L.
infantum, em que foi observado a expressdo diferencial de um gene apds um més de infec¢ao,
chamado de Ligante de Notch N&o Candnico Tipo Delta 1 (Delta Like Non-Canonical Notch
Ligand 1 - DIkl [gene]). Houve uma inverséo da expressdo de DLK1 (transcrito) com maior
tempo de infeccdo, que passou de hiperexpresso (com um més) para hipoexpresso em estagio
final da doenga (cinco meses) (VILAS et al., 2021). Em outro trabalho, foi demonstrado que
deplecdo génica de DIkl leva a diminuicdo de LyB foliculares (FO) no baco e aumento da
expressao de imunoglobulina (Ig) G1 e 1I9gG3 (RAGHUNANDAN et al., 2008). Sendo que
ambas as alteragdes sdo compartilhadas pela infeccéo por Leishmania, em que se observa atrofia
folicular pela diminuigdo de LyB FO e hipergamaglobulinemia (SANTANA et al., 2008;
SILVA et al., 2012; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018; SILVA-O’HARE
etal., 2016).

O transcriptdma esplénico de animais infectados também demonstrou a hiperexpressao
de genes relacionados com a regulacdo do trafego de leucocitos e processo inflamatorio, como
o0 recrutamento de granuldcitos e quimiotaxia de leucocitos na fase inicial da doenca. No
entanto, com mais tempo de infeccdo ocorreu uma mudanga nesta assinatura e modulagéo da
quimiotaxia de LyT, pela reducgéo de IL-12b e quimiocina C-C ligante [CCL] 21, bem como, a
diminuicdo da expressdo de moléculas envolvidas com a organizacéo do baco, como CCL19,
CCR7, CCR6, CXCL13, LTa e C-X-C receptor (CXCR) 5, em estagio final da doenca. Além
disso, neste estagio de doenga foi observado a hiperexpressdo de CDKN2A (um regulador do
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ciclo celular), que foi apontado como o responsavel pela alteracdo da sinalizagdo da organizacao
do microambiente esplénico (VILAS et al., 2021).

1.1.1.3DLK1

O DLK1 (proteina) € uma glicoproteina de transmembrana pertencente ao grupo de
proteinas chamado de Familia do Fator de Crescimento Epidérmico (Epidermal Growth Factor
[EGF] — like Family), por conter repeti¢cbes de subunidades EGF em sua porcdo extracelular.
Esta molécula serve como um ligante de receptores da via notch de sinalizagdo (FALIX et al.,
2012; TRAUSTADOTTIR et al., 2019a). Sendo que a via delta-notch composta pelos
receptores notch 1-4 e seus ligantes, estdo envolvidos com processos de diferenciacdo e
proliferacdo celular, desempenhando papel no desenvolvimento de tecidos embrionarios e
especificagio celular (cell fate decision) (FALIX etal., 2012; TRAUSTADOTTIR etal., 2019a;
VANDERBECK; MAILLARD, 2021).

A expressdo de DLK1 ocorre principalmente durante o periodo fetal e ap6s o nascimento
fica restrito basicamente aos tecidos enddcrinos/neuroenddcrinos. O aumento da expressao de
DLK1 em tecidos adultos esta relacionado com malignidades, diferenciacao terminal de células
e estudos recentes apontam para uma possivel participacdo desta molécula em processos
regenerativos de 6rgdos (FALIX etal., 2012; TRAUSTADOTTIR et al., 2019a). Como relatado
anteriormente, DLK1 parece estar envolvido também com a diferenciacao terminal de LyB no
baco (RAGHUNANDAN et al., 2008).

Apesar de ser um receptor presente na superficie de células, o DLK1 possui um sitio de
clivagem que permite a liberacdo de uma forma solGvel da proteina. De um modo geral DLK1
é considerado como um inibidor da proliferacdo e diferenciacdo de células. No entanto, esta
atividade € muito controversa, com artigos demonstrando diferentes agdes que pode até mesmo
ter efeito contrario (induzindo a proliferacdo ou diferenciagéo), assim, o efeito de DLK1 vai
depender do tipo de célula, forma da proteina e tipo de interacdo molecular (FALIX et al., 2012;
TRAUSTADOTTIR et al., 2019a).

1.2 BACO

A partir da visceralizagdo da Leishmania, ocorre o desenvolvimento da resposta
imunoldgica local nos 6rgéos afetados pela doenga, que é especifica em cada 6rgao. Enquanto
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o figado € um local com capacidade de resolucdo da infeccdo e de controlar o crescimento
parasitario, principalmente pela resposta T-mediada e formacéo de granulomas, a medula 6ssea
e baco sdo locais com estabelecimento e cronicidade da infeccdo, com carga parasitaria
persistente em praticamente todo periodo da doenca (FALEIRO et al., 2014; RODRIGUES et
al., 2016).

1.2.1 Estrutura e funcéo

O baco é um importante 6rgdo linfoide secundério responsével pela vigilancia
imunologica de antigenos circulantes na corrente sanguinea, alem da fungdo de hemocaterese e
reciclagem do ferro (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005).
Localizado no abdémen em contato com o estdmago, o0 ba¢o possui uma capsula fibrosa de
tecido conjuntivo, que se ramifica em estruturas chamadas de trabéculas e adentram o
parénquima do drgdo (Figura 1, A). Com uma ampla vasculatura, devido uma rede de
ramificacdes dos vasos (artéria e veia esplénica) que o perfundem, criando a maior capacidade
de filtragem do sangue no organismo (MEBIUS; KRAAL, 2005).

Além disso, ele é composto por duas regides morfoldgicas, que vdo desempenhar as
diferentes funcdes do 6rgdo. A regido de polpa branca (PB), formada majoritariamente por
linfocitos, responsavel pela funcdo imunoldgica, e a regido de polpa vermelha (PV), povoada
principalmente por hemécias e outros leucécitos circulantes, em que ocorre principalmente a
atividade hematoldgica do 6rgdo (Figura 1, A) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019;
MEBIUS; KRAAL, 2005).

1.2.1.1 Polpa vermelha

As ramificacOes da veia esplénica formam os sinusoides, vasos que recebem o sangue
proveniente dos corddes, vascularizado pela artéria aferente do baco através de um sistema
aberto. Os corddes sdo as areas entre 0s sinusoides compostos por fibroblastos, fibras reticulares
e muitos M®, com papel na remocdo das hemécias senescentes (Figura 1, A) (LEWIS;
WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005). Além disso, os corddes
possuem muitas células mieloides da imunidade inata, que podem sofrer alteracdo na sua
quantidade e disposicdo em resposta a processos inflamatorios (LEWIS; WILLIAMS;
EISENBARTH, 2019). A PV também representa um local para migracdo e manutencdo de
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plasmoblastos e PC, diferenciados primariamente na PB, permitindo a rapida circulagdo de AC
na corrente sanguinea (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL,
2005).

A parede dos sinusodides é formada pelas células endoteliais do vaso, com estrutura
descontinua e que possuem uma fibra de estresse na membrana basal celular, responsavel pela
regulacdo do espagamento entre as células adjacentes. A organizacdo das fibras e disposicéo
paralela entre as células endoteliais, forcam a passagem das hemacias entre os espacos criados
pela fibra de estresse do endotélio, sendo que os eritrocitos mais velhos se tornam mais rigidos
e com baixa flexibilidade para passar por esses espacos, sendo incapazes de adentrar o sinusoéide
e retornarem a circulacao, ficando retido nos corddes (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH,
2019; MEBIUS; KRAAL, 2005).

A retencdo de hemacias senescentes no baco, junto com a sinalizacdo mediada pela
perda do CD47 (sinal “ndo me coma” [don’t eat me]) ou pela opsonizacdo de AC/sistema
complemento dessas células, permitem a eritrofagocitose pela populacdo de M® da PV. Este
processo de destruicdo das hemacias compreende um importante aspecto fisioldgico para
reciclagem e armazenamento do ferro proveniente da hemoglobina (LEWIS; WILLIAMS;
EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005).

1.2.1.2 Polpa branca

A segunda regido do baco possui organizacdo de tecido linfoide similar ao observado
em linfonodos, com a compartimentalizacdo de LyT e B. A PB é composta por foliculos
linfoides (FL) repletos de LyB FO (Figura 1, C), local onde ocorre a expansdo clonal dessas
células ativadas e maturacdo da producdo de AC por elas (Figura 1). Além de uma outra sub-
regido, uma area de LyT chamada de bainha linfoide periarteriolar (periarteriolar lymphoide
sheath — PALS), por estar envolta de uma arteriola central (ArtC). Sendo este ultimo, um local
de apresentacao antigénica para iniciacao da resposta de LyT (Figura 1) (LEWIS; WILLIAMS;
EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010).

Apos ativagdo dos LyB FO eles podem dar origem a estrutura chamada de centro
germinativo (CG) nos FL, onde essas células recebem estimulos principalmente dos LyT CD4*
folicular (T helper folicular — Tfh) e DCs foliculares (folicular dentritic cells — FDCs), que
auxiliam a diferenciacéo e refinamento da reposta mediada por AC (Figura 1, Ae B) (NUTT et
al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-
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IBANEZ; TOELLNER, 2016). A presenca do CG é observada em I&mina histoldgica corada
por Hematoxilina e Eosina (H&E) e se caracterizam pelo centro do FL mais claro, formado por
LyB FO maiores (Figura 1, B). No FL também h& uma regido chamada de manto (M), formando
uma espécie de anel contornando a regido do CG, constituido de LyB menores (Figura 1, A e
B) (BROZMAN, 1985; CESTA, 2006).

Diferente dos linfonodos, a PB do bago ndo possui uma cépsula separando as regides de
linfécitos do parénquima do o6rgdo (PV). Ha apenas uma zona intermedidria composta por
células que separam as duas regides contornando toda a PB, chamada de zona marginal (ZM)
(Figura 1), bem definida nos modelos de roedores (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH,
2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010).

A Capsula

Sinusdides
Trabéculas

Cordoes

PB — Polpa branca; PV — Polpa vermelha; ArtC — Arteriola central; PALS — bainha linfoide periarteriolar; CG —
Centro germinativo; M — Manto; FL — Foliculo linfoide; ZM — Zona marginal.

Figura 1 - Estrutura do baco de hamsters. (A) — llustragdo esquemaética histolégica do baco. (B) — Micrografia
do bago de hamster por coloragdo em H&E, com a identificagdo das regiGes de PB e PV (aumento 20x). (C) —
Marcacdo de IHQ para LyB (CD20) em bago de hamster, com a identificagdo das regides de PB e PV (barra de
escala 100um).

Imagem: Autoria propria

Fonte: (HERMIDA et al., 2018; LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005)
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Na ZM da PB ocorre o transito/recirculacdo de células e antigenos do sangue, um
importante processo para a vigilancia imunoldgica exercida pelos 6rgéos linfoides secundarios.
Este aspecto da ZM se deve a presenca e perfusdo pela ArtC. Ela possui também duas
subpopulacdes de M®, chamados de M® de zona marginal (MZM) e M® metalofilicos de zona
marginal (MMM), além de uma subpopulacéo de LyB do tipo inata, os LyB de zona marginal
(LyB ZM), sendo que esse conjunto de células desempenham funcéo na apresentacédo antigénica
aos LyB FO e LyT da PB (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL,
2005; ORACKI et al., 2010).

A organizacdo da PB é mantida por uma rede de sinalizagdo de quimioatratores,
responsaveis pela localizacdo correta de LyT e B em suas respectivas areas, sendo esta
organizacdo um aspecto importante para a resposta imunologica do o6rgdo (LEWIS;
WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et al., 2010).

A PALS é mantida pela liberacdo de CCL19 e CCL21 que se ligam ao receptor CCR7
nos LyT. Estas quimiocinas sdo produzidas pelas células estromais da PALS e em menor
guantidade pelas DCs. Enquanto a manutencao e migracdo de LyB para a formacdo do FL é
exercida pela CXCL13, produzida pelas FDCs que é reconhecido pelo LyB através do receptor
CXCR5 (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; MEBIUS; KRAAL, 2005; ORACKI et
al., 2010). A expressdo destas citocinas e organizagdo da PB s&o controladas pela linfotoxina-
a1f32 (lymphotoxin-ai2 — LT-01B2) e seus receptores (LT-BR e TNFR1). Sendo que a expressao
de LT-a1P2 pelo LyB e consequentemente o reconhecimento através dos receptores nas células
estromais, induzem o translocamento de NF-xB e a secrecdo destas quimiconinas (MEBIUS;
KRAAL, 2005).

A expressdo de receptores para esfingosina 1-fosfato (SIP: e SIP3 [Sphingosine-1-
phosphate — SIP]) nos LyB ZM véo ter funcdo na retengdo dessas células nessa regido. Sendo
que a sinalizacdo mediada por estes receptores impende a reposta de LyB a CXCL13. No
momento de estimulo antigénico, em que ocorre consequentemente regulacdo negativa da
expressdo de ambos SIP; e SIP3, ha a restauracao da capacidade de LyB ZM em responder ao
estimulo de CXCL13, permitindo o encontro dessas células com os LyB FO (CERUTTI; COLS;
PUGA, 2013; MEBIUS; KRAAL, 2005; PILLAI; CARIAPPA, 2009).
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1.2.2 Bago na leishmaniose visceral

Durante algumas infec¢des por microrganismos ocorrem alteragdes na organizacdo do
baco. Dentre estes microrganismos capazes de induzir a desorganizacdo esplénica estdo as
espécies de Leishmania com capacidade de visceralizagdo (L. donovani e L. infantum)
(HERMIDA et al., 2018).

As alteracGes nos compartimentos esplénicos ocorrem de maneira sequencial, como
demonstrado na infeccdo por Leishmania experimental de hamster. Inicialmente os FL sofrem
uma hiperplasia reativa, que progride para uma atrofia e rompimento da estrutura folicular,
podendo ainda ser acompanhada de um acimulo de material hialino. Além disso, as regides do
M e ZM responsaveis pelos delineamentos das regides de PB também se desfazem duramente
a LV grave, tornando dificil a identificacdo dos compartimentos da PB, bem como, a distin¢éo
e separacéo entre as regides de PB e PV (HERMIDA et al., 2018).

Uma proposta de classificacdo do baco segundo a organizacao estrutural histologica foi
proposta por Santana e colaboradores (2008) e revista por Hermida e colaboradores (2018).
Segundo esta proposta, aqueles com as sub-regides bem definidas foram considerados como
organizados (ou tipo 1), enquanto os bacos com baixa capacidade de se identificar e
individualizar as regides, além da auséncia de foliculos secundarios (com presenca de CG),
foram considerados como moderadamente/extensivamente desorganizado (ou tipo 3). Bagos
gue ndo sdo capazes de se enquadrar em nenhuma destas categorias e que apresentem algum
grau de alteracdo hiper ou hipoplasica foram considerados como levemente desorganizado (tipo
2).

A esplenomegalia € uma das principais caracteristicas da LV. Sendo que este aumento
do bago esta associado a uma exacerbacdo de algumas fungdes do 6rgdo, dando origem ao
hiperesplenismo, uma sindrome caracterizada por anemia e acompanhada de uma baixa
contagem de plaquetas e leucécitos (DOS-SANTOS et al., 2014).

Cées naturalmente infectados e com a forma grave de LV apresentam a desorganizagao
do bago, com uma baixa propor¢do PB/PV. As regides de LyB foram as principais areas
afetadas com a desorganizagdo, com um tamanho quase 4 vezes menor para o FL e
aproximadamente 2 vezes menor para a regido de ZM nos animais infectados, comparado com
animais sem infeccdo (SILVA et al., 2012). Esta desorganizacdo do bago estd associada a
importantes alteragcbes na celularidade, com a diminuicdo de LyB (CD79a") no FL em
decorréncia da diminuicdo de CXCL13, observada nos cées com a doenca. A diminuigédo de
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CXCL13, por sua vez, ocorre devido a diminuicdo de FDCs, uma importante fonte dessa
quimiocina que também j& foi relatada na infeccéo por Leishmania (SILVA et al., 2012).

Os LyT do baco também séo afetadas durante a infeccao natural por Leishmania. Houve
a diminuicdo de células CD3" no FL e de células CD4* no bago de cdes com LV e
desorganizacdo. Sendo que nestes animais também foi observado aumento do apoptose de LyT
(DA SILVA et al., 2018; LIMA et al., 2012). Além disso, em hamsters experimentalmente
infectados também ocorreu a diminui¢do de LyT na PALS, induzida por uma diminuicdo na
quimiotaxia dessas células no bago (VILAS et al., 2021).

Durante a LV associado com a desorganizacao, ocorre um repovoamento de células na
PV e a presenga de agregados de PC se torna mais frequente nessa regido. A maioria destas
células sdo produtoras de IgG e sdo possivelmente responsaveis pela disproteinemia,
caracterizada por uma hipergamaglobulinemia que ocorre em cdes com LV. A plasmocitose na
PV ocorre possivelmente pelo aumento de citocinas como o fator de ativacdo de célula B (B-
cell activating factor — BAFF), o ligante indutor de proliferagdo (proliferation-inducing ligand
— APRIL) e CXCL12 no baco, levando a retencdo e prolongamento da sobrevivéncia dos PC
no 6rgdo (SANTANA et al., 2008; SILVA et al., 2012; SILVA-O’HARE et al., 2016).

A desorganizacéo e alteragdes no bago estdo associadas com uma maior gravidade da
LV. Cées com baco tipo 3 tém mais sinais clinicos da doenga e mais alteragdes nos exames
laboratoriais do que os animais com infecgdo ativa e baco organizado. Da mesma forma,
pacientes que vieram a Obito pela doenca, apresentam tais alteracfes como desorganizacdo da
PB e plasmocitose na PV. Além disso, pacientes que foram a 6bito com LV apresentavam com
mais frequéncia a desorganizacdo do baco do que pacientes que foram a Obito por outras
doengas cronicas (HERMIDA et al., 2018).

1.3 DIFERENCIACAO DE PLASMOCITOS NO BACO

Ap0s a diferenciacédo de células tronco hematopoiéticas e o desenvolvimento inicial de
LyB na medula 6ssea, essas células imaturas (estagio transicional — T1/T2) podem migrar para
0 bago para diferenciacdo terminal, dando origem as subpopula¢fes de LyB maduras que
compdem a PB. Sendo que os dois principais fenotipos sdo os LyB FO (CD23") e LyB ZM
(CD21%), que compdem respectivamente as regides do FL e ZM (PILLAI; CARIAPPA, 2009;
SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).
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O comprometimento celular e diferenciagdo para um determinado fen6tipo vai depender
principalmente do estimulo do receptor de LyB (B cell recptor -BCR), a participacdo de um
receptor da familia notch (NOTCH2) e da sinalizacdo mediada pelo fator de transcricdo NF-
kB. Um baixo estimulo ao BCR favorece a sinalizacdo mediada pelo receptor NOTCH2,
induzida pelo reconhecimento do seu ligante (Ligante de Notch Candénico Tipo Delta-DLL1)
expresso pelas células endoteliais de vasos da PV, que em sinergismo com o reconhecimento
de BAFF, induz a sinalizacdo mediada pelo NF-kB e favorece a diferenciacao de célula B T2
para o fenétipo de LyB ZM, em detrimento da diferenciacdo dos LyB FO (Figura 2). Enquanto
um forte reconhecimento e estimulo do BCR leva o bloqueio da via NOTCH2 de sinalizacdo e
induz a sinalizagcdo mediada por NF-kB, favorecendo a diferenciacdo para LyB FO (Figura 2)
(PILLAI; CARIAPPA, 2009).

Naive LyB
BCR LIGANTE BAFF (MADURA)
ESTIMULO (DLL1) NF-kB
FRACO
B-ZM
cD21+
O - —_— @7 NOTCH-2
T
; BCR
Naive CB T1CB T2 CB ESTIMULO s @ B_FO
(IMATURA) FORTE CD23+
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- v BACO
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CB - Célula B; T1/T2 CB - Célula B transicional; BCR — Receptor de célula B; DLL1 - Ligante de Notch
Canénico Tipo Delta; B-ZM — Célula B de zona marginal; B-FO — Célula B folicular.

Figura 2 - Diferenciacdo terminal de células B no bago. Um forte estimulo ao receptor BCR inibe a via
NOTCH2 de sinalizacéo e favorece a diferenciacdo mediada por NF-«xB para o fendtipo de LyB FO. Enquanto um
baixo estimulo do receptor BCR é permissivo a sinalizagdo por NOTCH2, induzida pelo reconhecimento de seu
ligante DLL1, que em sinergismo com a sinalizacdo de BAFF mediada pela expressdo do NF-kB, induzem a
diferenciacdo para LyB ZM.

Imagem: Elaboracdo do autor

Fonte: (PILLAI; CARIAPPA, 2009; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005)

Além de ocupar regides distintas da PB, as duas subpopulacGes de LyB do baco
desempenham diferentes func¢bes na imunidade mediada por AC. Os LyB ZM sdo células ndo

circulantes, sendo as primeiras células que respondem rapidamente aos antigenos de maneira
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T-independente (T1), sem a necessidades de co-estimulo provindo dos LyT. Enquanto os LyB
FO véo desempenhar principalmente a reposta do tipo T-dependente (TD) para a producéo de
AC mais especificos. Ambos os dois fendtipos de LyB podem desenvolver os dois tipos de
resposta, no entanto, ha uma tendéncia do LyB ZM em desenvolver uma resposta Tl e os LyB
FO uma resposta TD (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; NUTT et al., 2015;
ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

A maior responsividade dos LyB ZM aos antigenos e rapida diferenciacdo em PC,
independente do estimulo de LyT, ocorre em parte devido a expressdo diferencial de fatores de
transcrigdo relacionados com a diferenciacdo de PC (como BLMP1) nos LyB ZM. Além disso,
0s LyB ZM expressam um conjunto de receptores como CD21 (receptor de complemento 2),
CD1d (uma molécula apresentadora similar ao complexo de histocompatibilidade [MHC] do
tipo 1), CD38 (ADP-Ribosil Ciclase 1), que estdo associadas com a captura de antigenos, além
da expressao de moléculas co-estimuladoras de LyT (CD80 e CD86) (ORACKI et al., 2010;
SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

O reconhecimento e ativacdo dos LyB ZM induz a migracao deles atraves da PALS em
direcdo a PV, onde passam por processos de proliferacdo e diferenciacdo celular, dando origem
a agregados de plasmoblastos (foco extrafolicular) produtores de AC, que terminam se
diferenciado em PC de vida curta. Apesar de ser uma reposta rapida, importante no combate
inicial a patdgenos, este tipo de resposta ndo passa pela mutacdo somatica induzida pelos LyT,
o0 que faz os AC produzidos por essas células serem de baixa afinidade aos antigenos. Como
sugere 0 nome, estes PC de vida curta entram em apoptose ap6s 8 dias de imunizacdo (Figura
3, A-C) (ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

Os LyB FO ativados por antigenos migram para a borda do FL, na interface entre as
duas regides de LyB e LyT (PALS), mediado pelo aumento da expressdo de CCR7 nessas
células. Neste local os LyB FO recebem estimulos de Thf ativadas (para 0 mesmo antigeno do
LyB), que passam a expressar CXCRS, e por isso, migram também para a interface entre PALS
e FL, permitindo o encontro entre essas células e a co-estimulagdo por elas para a diferenciacédo
e proliferacdo dos LyB (Figura 3, 1) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; ORACKI
et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ;
TOELLNER, 2016). Um dos estimulos fornecido pelo LyT neste contato é a liberacao de IL-
21, que exerce papel na formacéo do foco extrafolicular e no suporte para diferenciacdo em PC
(Figura 3, 1) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; ORACKI et al., 2010; ZHANG,;
GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016).
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Apos a interacdo com os LyT, os LyB FO podem seguir duas vias distintas de
diferenciacdo em PC: uma via similar a descrita acima (para LyB ZM), com a formacéo de um
foco extrafolicular e producdo de AC de baixa afinidade; ou uma segunda via, com o retorno
desta celula para o interior do FL, dando origem ao CG e a geracdo de PC de vida longa (Figura
3). (ORACKI et al.,, 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-
IBANEZ; TOELLNER, 2016).

A movimentacéo de LyB FO e internalizacdo no FL para formacdo do GC ocorre devido
a perda da sinalizacdo pelo CCR7, além do movimento guiado através do CXCR5 e 0 gene 2
induzido pelo virus Epstein-Barr (EBI12) (Figura 3, 2) (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH,
2019; ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016). A formagéo
madura do CG é caracterizada pelas duas areas que o compde, a zona escura (ZE) e a regido da
zona clara (ZC). Na ZE ocorre a proliferacdo de LyB e a mutacdo somatica nessas células,
induzido pela célula Thf na PALS, sendo que esse processo € responsavel pela mudanca da
classe do AC e aumento da afinidade deles. Com a diminuigéo da capacidade proliferativa dos
LyB na ZE elas migram para a ZC, onde ocorre um processo de selecdo mediado pelas FDCs
(Figura 3) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016)

As FDCs realizam apresentacdo de antigenos por imunocomplexos para os LyB, sendo
que os diferentes clones de LyB gerados na mutagdo somatica competem entre si pela ligacdo
a esses antigenos, com base na afinidade deste reconhecimento, e a célula que passou por uma
mutacdo resultante na forma com maior afinidade recebe estimulos para sobrevivéncia,
proliferacdo e diferenciacdo. Este estimulo para sobrevivéncia e proliferacdo do clone
selecionado é fornecido pelas células Thf presentes na ZC. Além disso, a partir da interacédo
entre as células Thf e LyB elas podem retornar a ZE, passando por mais rodadas de
hipermutacdo somatica ou receber estimulo para diferenciacdo em PC de vida longa/LyB de
memodria (Figura 3, 2) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER,
2016).

O processo de recirculagcdo de LyB entre o ZE e ZC é mediado pela expressao de
CXCL13 (migracao para ZC), CLXCL12 (migragdo para ZE), além de seus receptores CXCR5
e CXCR4, respectivamente. A recirculacdo de LyB no CG pode se repetir algumas vezes,
levando ao acumulo de mutacdes que favorecem uma melhor interacdo e reconhecimento
antigénico por essas células (Figura 3, 2) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ;
TOELLNER, 2016).
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Apo0s a reacdo do GC, o LyB recebe estimulo para diferenciacdo em PC de vida longa
ou dar origem o LyB de memoria. Como esta célula passou pelas etapas de mutacdo somatica
e selecdo por antigeno, os AC produzidos por elas sdo de alta afinidade aos antigenos (ORACKI
et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ;
TOELLNER, 2016). A I1L-21 além de induzir o foco extrafolicular de LyB, desempenha papel
também na diferenciagdo dos LyB no CG, sendo importante para o desenvolvimento da reposta
IgG-especifica (Figura 3, 3) (ORACKI et al., 2010; ZHANG; GARCIA-IBANEZ;
TOELLNER, 2016).

Os PC resultantes da diferenciacdo p6s-CG serdo de vida longa, quando encontram 0s
fatores necessarios para manutencdo da sobrevivéncia. A migracdo dos PC para fora do FL é
mediada pela sinalizacdo de CXCR4 e seu ligante CXCL12, além da diminuicdo da expressao
de CXCRY5, responsavel pela manutencdo de LyB no FL. Estas células continuam o processo
migratorio em direcdo a medula dssea, também pela sinalizacdo de CXCL12-CXCR4 ou,
embora em menor frequéncia, podem permanecer no baco. Nestes locais os PC encontram
nichos de sobrevivéncia, com a expressao de citocinas e fatores como IL-6, BAFF e APRIL,
produzidos por células estromais e eosinofilos que garantem a sobrevivéncia e manutencéo dos
PC (Figura 3, 4) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME,
2005).
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LyB — Célula B; LyT — Célula T; Thf — LyT folicular; LyB ZM — LyB de zona marginal; LyB FO — LyB folicular; FDC — Célula dendritica folicular; PC — Plasmdcito; TI -
reposta T-independente; TD — resposta T-dependente; PB — Polpa branca; PV — Polpa vermelha; ArtC — Arteriola central; PALS — bainha linfoide periarteriolar; CG — Centro
germinativo; M — Manto; ZC — Zona clara; ZE: Zona escura; FL — Foliculo linfoide; ZM — Zona marginal.

Imagem: Elaboracdo do autor

Fonte: (LEWIS; WILLIAMS; EISENBARTH, 2019; NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; ZHANG; GARCIA-IBANEZ;
TOELLNER, 2016)
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1.3.1 Regulacédo génica da diferenciacao de plasmdcitos

O processo de diferenciacdo de PC é amplamente regulado por fatores de transcricéo,
especificos para cada estagio do desenvolvimento de LyB, que controlam a expressao de genes
responsaveis pela manutencéo da identidade de LyB ou em induzir a mudanca desta identidade
para o perfil de células secretoras de AC (Antibody-secreting cells — ASC) (NUTT et al., 2015;
ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

A manutencdo da funcdo de LyB até a diferenciacdo em PC € mantida principalmente
pela expressdo de paired box protein 5 (PAX5). Este fator tem fungdo no comprometimento
celular (especificacdo celular) com a linhagem de LyB, durante o desenvolvimento na medula
Ossea, além de regular a expressdo de receptores relacionados com a atividade dessas células,
como CD79A, CD19, CD21, bem como, de outros fatores (IRF4, IRF8, BACH2, IKZF3 e
SPIB) associados também com a manutencdo do estagio de LyB. Além disso, PAX5 também
possui uma participacdo importante na mutacdo somatica que ocorre no CG. Sendo que a
repressdo dele é necessaria para permitir a diferenciacdo em PC. Outros fatores como
microphthalmia-associated transcription factor (MITF), além do complexo formado por PU.1
(ou spi-1 proto-oncogene [SPI1]) e interferon-regulatory factor (IRF) 8 (PU.1-IRF8),
contribuem para o estado de repouso de LyB e supressédo da diferenciacdo de PC (Figura 4, A)
(NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

Um fator de transcricdo considerado como intermediario entre a manutencdo de LyB e
diferenciacdo em PC com atividade em ambos o0s estagios, € chamado de IRF4. O IRF4 é o
iniciador do processo molecular da diferenciacdo de PC, que passa a ser expresso em baixo
nivel ap6s estimulacdo antigénica de LyB, causando a ativagdo e proliferacdo inicial delas
(Figura 4, B). Além disso, IRF4 participa da reposta de CG no processo de mudanca da classe
de AC. Sendo que a atividade exercida por ele é dose-dependente e baixos niveis contribuem
para o estagio de LyB, enquanto altos niveis promovem a diferenciacdo de PC (NUTT et al.,
2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

O desenvolvimento da resposta do CG envolve a expressdo de BACH2, B-cell
lymphoma-6 (BL-6) e metastasis-associated 1 family, member (MTA3). BACH2 é expresso em
LyB do CG, com capacidade de inibir a expresséo de B-lymphocyte-induced maturation protein
1 (BLIMP1), sendo que a regulacdo da expressdo de BACH2 é um dos eventos chaves na
diferenciacdo mediada pela expressdo de BLIMP1. BCL-6 é outro repressor de BLIMPL,

responsavel pela formacdo do CG e proliferagdo de LyB. A regulacéo da expressdo de BLIMP1
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impede a diferenciagdo precoce de PC dentro do CG, garantindo o acimulo de mutacfes e
processos de sele¢des dos clones de LyB. MTAZ3 interage com BCL-6 na atividade reguladora
de BLIMP1 e prevencdo da diferenciacéo de PC (Figura 4, C) (NUTT et al., 2015; ORACKI et
al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

A atividade de IRF4 relacionada com a diferenciacdo de PC ocorre devido a indugdo da
expressdo de BLIMP1, sendo este, um fator necessario para diferenciagdo terminal de PC e
secrecdo de AC. BLIMPL1 cessa a capacidade proliferativa de PC e inibe a expressao dos fatores
relacionado com a manutencédo de LyB e do desenvolvimento da resposta de CG, incluindo as
atividades de mutacdo somatica e interacdo entre LyT e LyB. Esta regulacdo impede o retorno
do PC para o estéagio inicial de LyB apo6s diferenciacdo. O x-box-binding protein 1 (XBP1) é
outro fator de transcricdo expresso pelos PC, que exerce um papel importante na atividade
secretoria de AC nessas células (Figura 4, D e E) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010;
SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

Os PC formados expressam altos niveis de IRF4 e XBP1. Além disso, a expressao de
BLIMP1 é maior nos PC em fase terminal de diferenciacdo. Os PC com expressdo intermediaria
de BLIMP1 possuem caracteristicas de células imaturas, presentes principalmente no bago e
com menor frequéncia na medula éssea. Enquanto as células com alta expressdo de BLIMP1
ocupam lugar na medula Gssea e apresentam caracteristicas de células maduras (Figura 4, D e
E) (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005). Além
disso, a secrecdo de APRIL para manutencdo da sobrevivéncia de PC induz a expressdo de
myeloid cell leukaemia (MCL1), uma proteina com atividade anti-apoptotica (Figura 4, F)
(NUTT etal., 2015).
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Figura 4 - Regulacdo génica da diferenciacdo de plasmdcitos. (A) — A manutencdo do estagio de LyB é mantida
pela expressdo de PAX5, do complexo PU.1-IRF8 e MITF. (B) — Ap6s estimulo antigénico, os LyB ativados passam
a expressar baixos niveis de IRF4, que contribui para a ativacéo e proliferacéo dessas células, além de ser um indutor
da diferenciagdo em PC. (C) — A formac&o da reposta do CG é mediada pela expressdo de BACH2, BCL-6, MTA3 e
PAX5 (D) — Os PC imaturos expressdo altos niveis de IRF4 e XBP1, além da expressao intermediaria de BLIMP1.
(E) — Os PC de fase terminal de diferenciacéo expressdo altos niveis de BMILP1, IRF4 e XBP1. (F) — A sinaliza¢do
por APRIL induz a expressdo de MCL1, uma proteina anti-apoptética. (+) Nivel de expressdo: + baixa expressao; ++
expressdo intermediaria; +++ alta expressao.

Imagem: Autoria propria.

Fonte: (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005)

1.3.2 Plasmacitos na leishmaniose visceral

A hiperglobulinemia é um dos principais marcadores da LV. Apesar dos altos titulos
séricos de AC, a maioria dessas imunoglobulinas sdo de baixa afinidade aos antigenos de
Leishmania, além de serem produzidos AC autorreativos durante a infecgdo, favorecendo a
formagéo de imunocomplexos (SAMANT et al., 2021; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER,;
STAGER, 2018). Sendo assim, os AC produzidos durante a LV néo sdo protetivos contra a
infeccdo e estdo associados com a gravidade da doenca (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER;
STAGER, 2018).

A hiperglobulinemia pode ser explicada pela intensa plasmocitose na PV que ocorre
durante a LV (FONTES et al., 2021; OMACHI et al., 2017; SILVA-O’HARE et al., 2016).

Sendo que a expressao de BAFF pode ser um dos fatores responsaveis pelo acimulo de PC no
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6rgdo, como demonstrado no bago de cées infectados e pelos elevados niveis dessa citocina no
soro de pacientes com LV (GOTO et al., 2014; SILVA-O’HARE et al., 2016). Além disso, na
infeccdo experimental por L. donovani, a esplenomegalia que ocorre na LV foi associada com
0 aumento de PC, e ambos, a plasmocitose e hipergamaglobulinemia foi evitada pela deplecéo
génica de BAFF (OMACHI et al., 2017).

Um estudo de coorte com acompanhamento de pacientes de area endémica para infeccéo
por L. donovani, demonstrou que a soroconversao com alto titulos de AC estdo associados com
a progressao da doenca e consequentemente o desenvolvimento de sintomas (HASKER et al.,
2014). Além disso, na infeccdo experimental por L. infantum em modelo murino, foi
evidenciado a contribuicdo de AC na exacerbacdo da doenca, caracterizada pelo aumento da
carga parasitaria em orgaos alvos, ap0s transferéncia passiva de AC (IgG ou IgM) especificos
ou nao para antigenos do parasito em animal com resisténcia preliminar (antes da transferéncia)
(DEAK et al., 2010). De forma similar, em cées naturalmente infectados apesar de um alto
namero de PC na PV do baco, poucos parecem ser especificos para antigenos de Leishmania,
sendo que 0s animais que apresentavam a presenca de muitos PC especificos para antigenos de

L. infantum estavam associados com uma maior gravidade da doenca (FONTES et al., 2021).

1.3.3 Plasmécitos nas doencas cronicas e infecciosas

Em doencas autoimunes é comum a presenca de PC autorreativos, como 0 caso do
Lapus eritematoso sistémico (systemic lUpus erythematosus — SLE), sendo que a hiper-
respossividade de LyB tem sido considerado como um dos fatores para o desenvolvimento do
SLE. Os PC sdo frequentemente encontrados em focos inflamatérios periféricos, nos quais
essas células contribuem para a patogénese da doenca atraves da formacdo e deposito de
imunocomplexos em 6rgdos como pulméo e rins, causando a ativagdo do sistema complemento
e destruicdo tecidual. Além disso, um aumento de PC no bago e medula éssea sdo encontrados
em modelos para o SLE, com a presenca de células de vida curta e vida longa (ORACKI et al.,
2010).

Na esclerose multipla, uma outra doenca autoimune, foi observado a presenca e
persisténcia de PC no tecido nervoso de estado cronico de inflamagédo, em decorréncia da
formacéo de nichos para sobrevivéncia dessas células. Estes PC migram através de CXCL12 e

expressdo de uma molécula de adesdo (VCAM-1), e a persisténcia se deve a liberacdo de BAFF
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e APRIL no tecido inflamado. A conservagéo de PC pode estar associada com a manutencgao
do estado inflamatorio neste local (POLLOK et al., 2017).

A ativacao policlonal de LyB e hipergamaglobulinemia nao sdo aspectos exclusivos da
infeccdo por Leishmania. Em outras infec¢bes parasitarias (como na infecdo por Trypanosoma
spp., e P. falciparum) também ocorrem a expanséo clonal inespecifica de LyB com a producao
de AC inespecificos, que causam prejuizo na reposta mediada por AC (NOTHELFER,;
SANSONETTI; PHALIPON, 2015; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018).
A expressdo de BAFF contribui para o desenvolvimento de AC inespecificos na infeccao por
Trypansoma (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018).

Nas infecgOes virais (HCV e HIV) e bacterianas o fendmeno da diluigdo de AC
especificos para esses patdgenos, pela excessiva producdo de AC inespecificos da resposta
policlonal, caracteriza-se como uma modulacdo e forma de evasdo do sistema imune
(NOTHELFER; SANSONETTI; PHALIPON, 2015).

1.4 MODELO EXPERIMENTAL DA LEISHMANIOSE VISCERAL

Hamsters da linhagem Golden Sirius sdo considerados como um modelo apropriado
para estudos acerca da LV, devido a similaridade com a doenca humana. Esta similaridade
inclui aspetos imunopatoldgicos compartilhados, como o desenvolvimento de esplenomegalia,
caquexia e hipergamaglobulinemia (KUMAR; NYLEN, 2012; RODRIGUES et al., 2016;
SAMANT et al., 2021; VILAS et al., 2021). Além disso, a desorganizacdo do tecido linfoide
do baco em estagio cronico da doenca ja foi relatada neste modelo de infeccdo (VERESS;
ABDALLA; EL HASSAN, 1983; VILAS et al., 2021).

A producgéo mista de citocinas tanto da resposta Thl (IFN-y, TNF-a e IL-12) quanto
Th2 (IL-4, 1L-10 e TGF-B) também ja foi observado na infeccdo experimental de hamster.
Apesar de que a producéo de IL-4 foi proxima do nivel de animais néo infectados. Enquanto
IL-10 aumenta no bago dos animais apds 4 semanas de infeccdo, indicando uma contribuicao
dessa citocina na progressdo da doenca (KUMAR; NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021).
Além disso, na resposta humoral de hamsters ocorre a ativacéo policlonal de LyB e a produgéo
de AC inespecificos, que podem estar associados com o aumento de lesGes e gravidade da
doenca (SAMANT et al., 2021).

Apesar da alta similaridade de aspetos imunopatoldgicos entre seres humanos e
hamsters, hd uma grande limitacdo na disponibilidade de AC e regentes comerciais para essa
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espécie, limitando a utilizacéo deles para o desenvolvimento de pesquisas (KUMAR; NYLEN,
2012; SAMANT et al., 2021).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 JUSTIFICATIVA

A retencdo e sobrevivéncia de PC na PV do baco é uma alteragdo importante encontrada
em casos graves de LV (SANTANA et al., 2008; SILVA et al., 2012). Isto ocorre devido a
diferenciacdo inespecifica de LyB durante a infeccdo, na qual ocorre também a inducdo da
producdo de IL-10 por essas células, com capacidade de modulacéo da resposta imune efetora
do hospedeiro, favorecendo a sobrevivéncia do parasito. Além disso, a ativagdo policlonal é
responsavel pela producdo de muitos PC produtores de anticorpos inespecificos para antigenos
de Leishmania, com a producdo exacerbada de AC, e contribuindo para o agravamento da
doenca (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018). O acimulo de PC também é
descrito em outras condi¢fes cronicas e infecciosas, entretanto, pouco se sabe dos mecanismos
relacionados com a geracdo destas células.

Apesar desta alteracdo ter sido descrita durante a infec¢do natural da LV. Este aspecto
ainda ndo foi investigado na infeccdo experimental de hamsters, um modelo susceptivel e com
aspectos imuno-patoldgicos da doenca semelhante ao observado em humanos. Portanto, a
investigacdo das vias de sinalizacdo envolvidas na diferenciacdo andmala de LyB, que podem
estar associadas com acumulo de plasmdcitos na PV do baco na LV experimental, é uma via a
ser explorada. Sendo que a andlise sequencial dois eventos moleculares que precedem e estdo
associados com a desorganizacdo e plasmocitose, contribui para a identificacdo de potenciais

biomarcadores preditores da gravidade na doenca.

2.2 HIPOTESE

A expressdo de DLK1 correlaciona-se com a diferenciagcdo andmala de LyB e acimulo
de PC na polpa vermelha em baco de hamsters, no decorrer da desorganizacao esplénica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os potenciais mecanismos associados com alteracfes na diferenciagéo de

LyB e plasmocitose do bago, durante o curso da leishmaniose visceral.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Identificar as vias do desenvolvimento de LyB e PC associados com DLK1 em bagos de
hamsters infectados por L. infantum;

2) Definir a proporc¢do de LyB e PC em bacgos de hamsters infectados por L. infantum;

3) Correlacionar as alteracdes na distribuicdo de LyB no baco com a disproteinemia sérica
em hamsters infectados experimentalmente com L. infantum;

4) ldentificar os PC produtores de AC especificos para as formas promastigotas e

amastigotas em bacos de hamsters infectados por L. infantum.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAL DE ESTUDO

Para o desenvolvimento do presente trabalho foram utilizadas amostras de bago, soro e
dado transcriptdmico de arquivo obtidos no @mbito do projeto: “Cinética da desestruturacdo do
tecido linfoide esplénico na leishmaniose visceral: um estudo experimental em camundongo e
hamsters”. O trabalho fez parte, por sua vez, do projeto intitulado: “Desenvolvimento de testes
baseados na resposta imune celular para a identificacdo de cées infectados com Leishmania e
para a definicdo de resisténcia, susceptibilidade de gravidade na leishmaniose visceral”,
aprovado pelo comité de ética para o uso de animais em pesquisa (CPqgGM-FIOCRUZ, CEUA,
licencas N.004/2013 e N.017/2015).

Nos topicos a seguir estdo descritas brevemente algumas das etapas metodoldgicas
utilizadas na obtencdo do material experimental. Maiores detalhes sobre a obtencdo e
processamento das amostras podem ser encontrados no material disponivel em apéndice
(VILAS et al., 2021, apéndice S1 pagina 86).

4.1.1 Animais e infeccéo

Hamsters da linhagem Golden Sirius (Mesocricetus auratus) com 6 a 8 semanas de
idade foram alocados aleatoriamente entre 0s grupos experimentais, de forma homogénea em
relacdo a idade, sexo e peso. Desses, 28 animais do grupo infectado receberam 1x10’ formas
promastigotas de L. infantum (cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) de cultura em fase
estacionéria, em 1mL de solucdo fisiologica via intraperitoneal (1.P). Enquanto 28 animais do
grupo controle receberam pela mesma via e volume apenas a solugéo diluente, totalizando 56
animais (Figura 5). O célculo amostral foi baseado nos objetivos do projeto, considerando a
prevaléncia da desorganizacdo esplénica em animais experimentalmente infectados (VERESS;
ABDALLA; EL HASSAN, 1983; VILAS et al., 2021).

Os animais foram acompanhados semanalmente para avaliacdo clinica. Sendo que ap6s
30, 60, 120 e 150 dias apos injecdo (dpi), 7 animais de cada grupo foram eutanasiados através
de injecdo letal de anestesicos (xilazina + cetamina), nos diferentes pontos para avaliacdo
histoldgica. Além de 3 destes animais também de cada ponto foram utilizados para avaliacdo
transcriptdbmica do bago, sendo escolhidos os animais com mais alteracdes histoldgicas
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apresentadas (VILAS et al., 2021, apéndice S1 pagina 86). Para deteccdo do parasito e
confirmagéo da infecgéo, foi realizado cultura e isolamento de Leishmania em meio de cultura
(Figura 5) (DOS-SANTOS et al., 2008). Além disso, no momento da eutanasia foi feita a coleta

de sangue pela puncéo intracardiaca para obtencao do soro.

Animais Grupos Acompanhamento Material

n=28
n =56 Infectado Bago
107- L. infantum

Hamster
L.P

(Mesocricetus
auratus)

6-8 semanas Controle
Salina 7/grupo
IL.P

| I | | | —|
Meio de cultura
Avaliacio clinica
Formalina - Histologia

RNA Later - Sequenciamento

—
(30dpi  (6odpi  [120dpi [150dpi

n=28

dpi- Dias apo6s injecdo; 1.P- Intraperitoneal.

Figura 5 - llustragdo da abordagem experimental do projeto de origem do material experimental
Fonte: Elaborag&o do autor

4.2 DELINEAMENTO METODOLOGICO

A partir da disponibilidade do material experimental, foi proposto a realizacdo do
presente trabalho de mestrado com o intuito de investigar os potenciais mecanismos associados
com o desenvolvimento anémalo de LyB e plasmocitose no curso da LV. Para isso, o dado
transcriptobmico gerado a partir do sequenciamento e analise previa, foi submetido ao
enriquecimento de vias e interacfes génicas através do software Igenuity Pathway Analysis
(IPA), além da avaliacdo do perfil transcricional relacionado com a regulacéo de PC (Figura 6).

Os bacos fixados em formalina e embebidos em parafina (FFPE) foram utilizados em
reacOes de IHQ para identificacdo de LyB, usando o marcador CD20, assim como, identificacéo
de PC usando o marcador CD138. Nesses bagos também foi feita marcagdo para a molécula
DLK1 e validacdo do dado transcriptdmico. Além da avaliagdo da especificidade de PC no
tecido esplénico, através de uma técnica de IHQ modificada, em que se utiliza os antigenos de
superficie biotinilados do parasito (Antigeno de superficie biotinilado de promastigota -
abPro/antigeno de superficie biotinilado de amastigota - abAms) como sonda para a reagédo
(MIZUTANI et al., 2016). Adicionalmente, o soro dos animais foi submetido & analise

bioquimica dos niveis séricos de albumina e globulinas (Figura 6).
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Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded; abPro- Antigeno biotinilado de promastigota; abAms- Antigeno biotinilado
de amastigota; dpi- Dias ap0s injecéo.

Figura 6 - Desenho esquematico do delineamento metol6gico
Fonte: Elaborag&o do autor

4.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

O fragmento reservado para avaliacdo histologica foi fixado em formalina alcéolica
acida entre 24 e 48 horas a temperatura ambiente (TA) e submetido ao processamento
histologico. Os fragmentos embebidos em parafina foram seccionados e corados por
hematoxilina-eosina (H&E) para avaliacdo de alteracdes histoldgicas, realizada de forma cega
por dois medicos patologistas de acordo com os parametros descritos por Santana et al (2008).
A classificacdo da organizacdo esplénica foi realizada entre as seguintes categorias: Tipo 1 ou
bem-organizado; Tipo 2 ou levemente  desorganizado; Tipo 3 ou
moderadamente/extensivamente desorganizado, seguindo os critérios de classificacdo de
Hermida e colaboradores (2018) (VILAS et al., 2021, apéndice S1 pagina 86).

4.4 AVALIACAO TRANSCRIPTOMICA

A realizacdo das técnicas de processamento e pré-analise do perfil transcriptdmico dos

animais foi realizado anteriormente, no trabalho citado (VILAS et al., 2021, apéndice S1 pagina
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86). Nesta secdo sera apresentada uma breve descricdo destas etapas de avaliacdo
trasncriptdmica, para melhor compreenséo dos dados utilizados neste trabalho.

4.4.1 Extracao e selecdo do RNA

Para sequenciamento e avaliacdo transcriptdbmica os fragmentos foram mantidos em
solucdo estabilizante (RNA Later - Invitrogen) a 4°C por 24 horas. Apos esse periodo, a solugédo
foi descartada e os fragmentos congelados a -80°C.

As amostras congeladas foram maceradas em trizol e submetidas a extracdo de RNA
usando kit de extracdo RNAeasy (Qiagen), de acordo com as instrucdes do fabricante. Uma
etapa de tratamento com DNAse foi adicionada ao processo e foi realizada a deplecdo de RNA
ribossomal (RNAr) para enriquecimento da amostra. Além disso, foi realizada a mensuracdo da
quantidade de RNA por Nanodrop (ThermoFischer), bem como, da qualidade através de
eletroforese automatizada Agilent Bioanalyzer (Agilent), tendo o valor de RIN (RNA integrity

number) maior que 7 considerado como aceitavel (VILAS et al., 2021, apéndice S1 pagina 86).

4.4.2 Avaliagéo do perfil transcriptomico

O sequenciamento foi obtido através da técnica de RNA-seq (lllumina HiSeq 2000) por
paired-end de 3 animais de cada grupo experimental, nos quatro pontos de acompanhamento
(30, 60, 120 e 150 dpi). Foi realizada avaliacdo da qualidade de reads pelo software FastQC
(v0.10.1) e o alinhamento com o genoma de referéncia de golden hamster (Mesocricetus
auratus — ID 11998) disponivel em banco de dados (NCBI), feito pelo software STAR. Ja a
mensuracdo da quantidade de leituras (reads) associadas foi realizada pelo FeatureCounts
(DOBIN et al., 2013; VILAS et al., 2021).

Pelos dados do repositorio GEO (NCBI), foi avaliado a presenca e abundancia de genes
anotados e identificacdo dos transcritos diferencialmente expressos, atraves do teste de razdo
de verossimilhanga com o pacote de BioConductor R EdgeR e o teste Wald com DESeq2
(KONG et al., 2017; ROBINSON; MCCARTHY; SMYTH, 2009; VILAS et al., 2021).
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4.5 ENRIQUECIMENTO DE VIAS E EXPRESSAO TRANSCRIPTOMICA

4.5.1 Rede de interagdes transcriptdomica

A partir do dado obtido pela analise transcriptdmica realizado por Melo e colaboradores
(2021), foi feito no presente trabalho o enriquecimento de vias de diferenciagdo e manutencéo
de LyB com DLK1 através do software Igenuity Pathway Analysis (IPA, Qiagen), que utiliza
anotacOes génicas de uma base de conhecimento prépria experimentalmente validados, para
construcdo das redes de interagdes dos transcritos diferencialmente expressos obtidos pelo
sequenciamento. Nessas andlises foi utilizado um cut-off de log de fold change (FC) de 2, False
Discovery Ratio (FDR) qvalue<0,05 e z-score de 2, para reduzir ruidos de analise e

identificacdo dos transcritos diferencialmente expressos com maior robustez de algoritmo.

4.5.2 Expresséao transcriptomica

Foi realizado uma analise da expressdo transcriptdmica de moléculas envolvidas no
desenvolvimento e regulacéo de LyB (PU.1, MITF, IRF8, BACH2, BCL-6, MTA3, BLIMP1,
IRF4, XBP1, CXCL13, CXCL12, CXCR4, IL6, BAFF, APRIL e MCL1) (NUTT et al., 2015;
ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005) (Tabela 1). Nestas analises,
foram utilizados o FC de Log2 dos transcritos (FC-Log2) para a confec¢do dos graficos,
considerando os transcritos diferencialmente expressos aqueles que apresentavam um
FDR<0,05 e um cut-off de FC-Log2 de 1.

Tabela 1 - Lista de moléculas avaliadas pela expressao transcriptémica

Regulacéo de LyB MOLECULAS GENE
Manutencéo de
LyB PU.1*, IRF8, MITF *SPI1
CG BACH2, BCL-6 e MTA3 -
Diferenciacdo BLIMP1*, IRF4 e XBP1 *PRDM1
Migracéo CXCL13,CXCL12 e CXCR4 -
Sobrevivéncia IL-6 e BAFF*, APRIL* e MCL1 *TNFSF13B, “TNFSF13
LyB: Célula B

Fonte: Elaborag&o do autor
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4.6 CULTURA L. infantum

A Leishmania (L. infantum — cepa MHOM/BR2000/Merivaldo2) foi mantida em meio
de cultura Schneider completo, suplementado com 10% de SBF (Soro Bovino Fetal) e

gentamicina a 24°C, até fase estacionéria.

4.7 BIOTINILACAO PROMASTIGOTA DE L. infantum

O método de obtencdo do abPro esta disponivel na literatura e seguiu o processo de
biotinilagdo dos antigenos de superficie de promastigotas em fase estacionaria, com a obtengédo
dos antigenos sollveis pela lise e centrifugacdo. Em um trabalho anterior, para a marcacao de
PC especificos contra antigenos de promastigota de L. infantum no baco de cdes, foi
determinado a concentragdo de 1:100 do abPro (FONTES et al., 2021).

4.8 DIFERENCIACAO DE AMASTIGOTA DE L. infantum

4.8.1 Infecgéo e diferenciagéo

M® de linhagem murino (J774) foram utilizados para induzir a diferenciagdo de
amastigotas de L. infantum. As células J774 foram mantidas em meio RPMI completo (10% de
SBF + 2mM de glutamina + gentamicina) a 37°C com 5% de COa.

Para infeccdo, os M® aderidos a garrafa de cultura foram separados com incubacéo de
11mL de Hanks’ Balanced Salt Solution sem calcio e magnésio (HBSS ©¥M9) gelado, por 20
minutos & TA. Ap6s o periodo de incubagéo, foram feitos jatos de HBSS¥M9 com pipeta
soroldgica na parede da garrafa para soltar as células. Entdo, elas foram lavadas 3 vezes em 15-
20mL de HBSS com célcio e magnésio (HBSS*©¥M9) a 1700rpm, 4°C por 10 minutos.

A L. infantum em fase estacionaria também foi lavada 3 vezes com 15-20mL de
HBSS*C¥Md 3 3000rpm, 4°C por 10 minutos. Apds lavagens, a concentracéo de J774 foi ajustada
para 2x10% em 1mL de RPMI completo e adicionado mais 1mL de RPMI completo com 4x10’
promastigotas de L. infantum (proporcéo - 20 parasitos/celula), em poco de placa de cultura (6
pocos) e incubado por 24h a 37°C com 5% CO- para infecgdo. No dia seguinte, foi feita a troca
do meio RPMI completo para retirar formas promastigotas ndo internalizadas e incubado por
mais 24h a 37°C com 5% CO; para diferenciacao.
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4.8.2 Isolamento de amastigota

Para isolamento das formas amastigotas de L. infantum das células infectadas, 0s pogos
da placa de cultura foram lavados 3 vezes com 1mL de Phosphate-Buffered Saline [1x] (PBS),
as células que se desprenderam da placa foram fixadas e guardadas para avalia¢do da taxa de
infeccéo, por citocentrifugagéo (cytospin, 500g por 5 minutos) em lamina de vidro e coloragédo
com hematoxilina. Ap6s lavagem, foi adicionado 5mL de HBSS“¥Md gelado com 2mM de
EDTA e incubado por 5 minutos a 4°C. No passo seguinte, a solucdo com EDTA foi aspirado
e desprezado diversas vezes através de agulha (30/27G) em seringa. A solugdo com as células
foi centrifugada a 100xg, por 5 minutos & 4°C, e posteriormente, o sobrenadante foi centrifugado
a 3500rpm, por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi fixado com 4% de paraformaldeido e

avaliado por laminas de citocentrifugacdo (1000g por 5 minutos) coradas com hematoxilina.

4.9 IMUNO-HISTOQUIMICA

Secgdes de bagco FFPE com 4um de espessura em ldminas carregadas negativamente
(Starfrost) foram utilizadas para reacbes de IHQ. Os tecidos foram submetidos a
desparafinizacdo em 5 incubagdes sequenciais de xilol (5 minutos), reidratacdo em gradiente
decrescente de alcool (5 minutos) e lavagem em agua destilada. Adicionalmente, 0s cortes
foram incubados em 20% de hidréxido de amonio diluido em alcool 95%, por 20 minutos,
seguido de lavagem em agua corrente e agua destilada por 5 minutos cada, para retirar
pigmentos de formol do tecido.

Para recuperacdo antigénica foi utilizado o método de calor (115°C por 20 minutos) em
panela de pressdo elétrica. O tampdo de recuperacdo usado foi de acordo com indicagdo do
fabricante do anticorpo. Para identificagdo de LyB e PC (CD20 e CD138, respectivamente) foi
utilizado Tris-EDTA (pH: 9.0), enquanto a reacdo para marcagdo de DLK1 utilizou-se citrato
(pH: 6.0) (Tabela 2). Apos recuperagéo, as laminas eram mentidas no tampdo a TA por 20
minutos para resfriamento.

O bloqueio da peroxidase endogeno foi feito em 3 etapas de incubacdo com 3% de
perdxido de hidrogénio (H202) em agua destilada, por 10 minutos cada, seguido de lavagem
em agua destilada. J& o blogqueio de reagdes inespecificas foi realizado com a utilizagdo de soro
da espécie produtora do anticorpo secundario (Soro de cavalo, Vector - ref. 30022), por 15
minutos a TA e lavagem em PBS apds blogueio. Uma etapa de permeabilizacdo foi adicionada
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para a marcacdo de DLKZ1, utilizando 2 incubacgdes com 0,1% de saponina em PBS, por 5
minutos cada (Tabela 2).

A concentracdo do anticorpo primario foi determinada através de testes de
padronizacdo, sendo definido as seguintes concentracdes: anti-CD20 (Abcam, ref. ab64088) —
1/200; anti-CD138 (Abcam, ref. ab128936) e anti-DLK1 (Abcam, ref. ab21682) — 1/1000
(Tabela 2). Assim, foi adicionado 100uL do anticorpo diluido em PBS com 1% de albumina de
soro bovino (bovine serum albumin — BSA) em cada corte e incubado por 16-18h (overnight) a
4°C, em camera umida. Para os trés marcadores, apds incubacdo as laminas foram lavadas com
PBS e incubadas com polimero anti-gG de coelho (Produzido em cavalo, Vector - ref. 30026)
conjugado com HRP (Horseradish Peroxidase) por 30 minutos a TA. Em seguida, as seccbes
foram lavadas em PBS e a revelacdo foi feita com 100uL de 0,02% de DAB + 0,006% de H20:
em 0,05M de Tris-Hcl (pH: 7,6). As laminas foram coradas com hematoxilina, desidratadas em
gradiente decrescente de alcool, clarificadas em xilol e a montagem da laminula feita com meio
Entellan. Para controle da reacéo, seccOes de bacos eram incubadas com IgG de coelho na etapa

de marcacdo com anticorpo primario.

Tabela 2 - Anticorpos imuno-histoquimica

, - - PERMEABILIZ
Marcador ESPECIE RECUPERACAO CONCENTRAGCAO -
ACAO
CD20 Coelho Tris-EDTA (pH 9.0) 1/200 -
CD138 Coelho Tris-EDTA (pH 9.0) 1/1000 -
_ 2x 0,1% Saponina
DLK1 Coelho Citrato (pH 6.0) 1/1000 5"

Fonte: Elaboracéo do autor

4.9.1 Padronizagdo imuno-histoquimica modificada

A marcacéo de PC especificos in situ pela técnica de IHQ modificada seguiu as mesmas
etapas descritas anteriormente (topico 4.9), com algumas modificacdes. Para determinar a
concentracédo de abPro e o tipo de recuperacao, foram testadas as concentracoes de 1:50, 1:100
e 1:200 do abPro, em diferentes tipos de recuperacao antigénica: mediada por calor; enzimatica;

dupla recuperacéo.
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Na recuperacdo mediada por calor foram testados os tampdes Tris-EDTA (pH: 9.0) e
citrato (pH: 6.0) a 115°C, por 20 minutos em panela de pressdo elétrica. A recuperacao
enzimatica foi realizada através da incubacao com proteinase K (20ug/mL) em 0,05M de TBS
(Tris-Buffered Saline), por 15 minutos a TA. Além da recuperacdo dupla, com a combinacéo
das recuperacdes por calor e enzimética. Para esse Ultimo, as laminas passaram pela
recuperacdo com panela em tampéo Tris-EDTA e apds o resfriamento foram submetidas ao
tratamento com proteinase K. Além disso, o bloqueio de reacdes inespecificas foi feito com 1%
de BSA em PBS, por 15 minutos a TA.

Para revelacdo das células positivas para o abPro foi utilizado o sistema biotina-
estreptavidina. Nesse caso, 0s cortes foram incubados com 100uL de estreptavidina-HRP
(2ug/mL) por 30 minutos a TA. Entdo, as ldaminas foram lavadas com PBS e seguia-se as etapas

de revelacdo com DAB, coloracdo em hematoxilina, desidratacéo, clarificacdo e montagem.

4.9.2 Anélise das marcacdes

As laminas resultantes das reacdes de IHQ foram escaneadas através de microscopio de
digitalizagéo (Olympus — VS —110), pela objetiva de 40x. As regides e areas de interesse foram
fotografadas pelo software OLYMPUS OIyVIA (V. 3.2.1) e a contagem ou mensuragdo
realizada através do ImageJ (Fiji, NIH — V.1.53f).

As marcacOes de CD20 e CD138 foram analisadas para as duas regides histolégicas do
baco (PB e PV). Para avaliacdo de LyB (CD20) na PB foram selecionados 0s 5 maiores
foliculos em corte transversal, presentes no corte histolégico e foi usado a proporcdo de area
marcada (ZM + FL) em relacéo a area total do foliculo nas analises (% de &rea marcada). J& na
PV foi selecionado um campo com maior concentracdo de células marcadas, chamada de
hotspot, e 4 areas adjacentes ndo sobrepostas. A analise semi-quantitativa de células foi
realizada pela contagem manual nas areas pre-selecionadas e foi estimado a densidade celular
(célula/mm?) pela divisdo do nimero de células contadas pela area da foto, multiplicado por
1.000.000 (n° de células/area foto*1x10°).

De forma similar a analise descrita no paragrafo anterior, a contagem de PC (CD138)
foi realizada individualmente nas duas regides. A partir da selecdo de 5 areas de hotspots,
porém, nesse caso de 5 campos nédo adjacentes da PV, assim como, 5 campos de hotspots de
diferentes foliculos da PB. A quantidade de células também foi determinada por contagem
manual e estimada pela densidade celular (n° de célula/area foto*1x10°). Em relagdo ao DLK1,
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foi selecionado 5 &reas de hotspots independentemente da regido esplénica que elas ocupavam
e se manteve a quantificagdo por densidade de células.

4.10 VALIDACAO DLK1 - WESTERN BLOT

Foi realizada a técnica de western blot (Miniblotter, Immunetics) para confirmacgéo e
validacao da marcacgédo de DLK1 por IHQ. Para isso, foi utilizado um fragmento de baco (60mg)
de hamster sadio, congelado e sem fixacdo. O 6rgdo foi macerado em 300uL de tampdo de
amostra 2x (4% de SDS [Sodium Dodecyl Sulfate] + 20% de Glicerol + 10% 2-ME [2-
Mercaptoetanol] + 0,02% BPB [Bromophenol Blue] + Tris 62.5mM [pH: 6.8]). Apo6s a
maceracéo, foi adicionado mais 300uL de agua bidestilada (agua para injecao), ficando no final
0 volume de 600uL (10% - Proporcéo tecido x volume [m/v]) e concentragdo do tampéo igual
a 1x. Entéo, o macerado foi centrifugado a 14.000 rcf por 1 minuto e o sobrenadante coletado
e submetido a passagem em agulha, diversas vezes. Apds centrifugacdo, a amostra foi fervida
por 5 minutos e centrifugada novamente a 14.000 rcf por 5 minutos.

Feito o processamento da amostra, foi utilizado 200uL de homogeneizado
(macerado/proteinas) para corrida de eletroforese em gel de poliacrilamida (15%), a 80mA
(PowerPac 1000, Bio-Rad) em tampao de corrida (25mM Tris + 192mM glicina + 0,1% SDS).
Ao final da separacdo de proteinas pelo gel, foi realizada a transferéncia de proteinas para a
membrana de nitrocelulose através de transferéncia tmida (Wet/tank transfer [Trans-Blot Cell
— Bio-Rad]) por 1 hora a 200mA em tampao de transferéncia (Mesma composi¢do do tampao
de corrida, com adicdo de 20% de metanol).

A confirmacéo da transferéncia e marcacao das posi¢des do gel na membrana foi feita
em coloragdo com vermelho ponceau. O bloqueio com 5% de leite desnatado em TBS + 0,05%
de tween 20 por 2 horas, seguido de 3 lavagens com TBS + 0,05% de tween 20 por 5 minutos,
sob agitacdo. O anticorpo (anti-DLK1 —ab21682) foi diluido (1/2000) em solucdo de bloqueio,
sendo adicionado 320uL da solugéo e incubado por 1 horaa TA, sob agita¢do. Apos incubacéo,
foi feita 3 lavagens como descrito anteriormente e adicionado 320uL de anti-1gG de coelho
conjugado com HRP (anti-lgG Rb-HRP — ab205718) diluido em solucéo de bloqueio, mantido
por 1 horaa TA, também sob agitacéo, seguido de lavagem. Para revelacdo das bandas foi feita
incubacdo em TBS por 3 minutos e adi¢do do cromdgeno DAB (0,02% de DAB + 0,006% de
H20. em 0,05M de Tris-Hcl [pH: 7,6]) na membrana até o aparecimento das bandas. O controle
da reagéo foi feito com a incubacédo de IgG de coelho.
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4.11 ANALISE BIOQUIMICA DE SORO

No soro dos animais obtido através de puncdo cardiaca em tubo seco, a analise
bioquimica foi realizada por um laboratorio de analises clinicas veterinario (CITVET 2), para
avaliacdo de proteinas totais e fracGes, atraves do método enzimatico automatizado.
Objetivando a determinacdo dos niveis séricos de albumina e globulinas para a estimativa da

razao desses marcadores (albumina/globulinas).

4.12 ANALISES ESTATISTICAS

A representacdo grafica dos resultados expressa os valores obtidos nas diferentes
métricas, médias e desvio padrdo (DP). A analise estatistica da densidade celular das
populacbes avaliadas por IHQ foi realizada através da comparacdo entre grupo controle e
infectado, em cada ponto de avaliagdo, utilizando teste Mann-Whitney. Enquanto, a avaliacéo
da dindmica de celularidade dos animais infectados ao longo da cinética de infecgdo, foi
realizado pela anélise diferencial (Fold Change, FC), utilizando a proporc¢éo da diferenca dos
valores encontrados no grupo infectado com a média do grupo controle (FC [(valor animal
infectado - média controle) /média controle]). A analise estatitica do FC foi realizado pelo teste
Kruskal-Wallis e pés-teste recomendado (Dunn’s teste). Teste de correlacdo Spearman foi
utilizado para dados sem distribuicdo normal. A significancia foi estabelecida com valor de
p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERISTICAS CLINICAS E ALTERACOES HISTOLOGICAS DOS ANIMAIS
DO ESTUDO

As alteracdes clinicas e histologicas apresentadas pelos animais foram descritas por
Melo e colaboradores (2021). Aqui apresentamos um breve sumario dos dados publicados, com
a disponibilidade do material completo em apéndice (apéndice S1, pagina 86): todos os animais
infectados foram positivos na cultura, com uma tendéncia de aumento na carga parasitaria ao
longo da cinética, pela avaliagdo do sequenciamento. Foi observada a presenca de mais sinais
clinicos no grupo infectado 150 dpi, nesse ponto também foi observada uma perda de peso
maior entre os animais infectados (VILAS et al., 2021).

Em relagdo a avaliacéo histologica, os animais tiveram diminui¢do da PB em 120 e 150
dpi, que foi associado a diminui¢do do centro germinativo nos FL, no ponto de 150 dpi (VILAS
et al., 2021). Além disso, a desorganizacdo da PB nos animais infectados ocorreu a partir de
120 dpi, quando foi observada moderada desorganizacao (baco tipo 2) em 5 animais (71%) do
grupo infectado. No dltimo ponto, 150 dpi houve moderada desorganizagdo em 3 (42,8%)
animais e completa desorganizacéo (baco tipo 3) em 2 (28,6%), dos animais infectados (Tabela
3).
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Tabela 3 - Classificacdo histolégica do baco

Tipo do bacgo 30 DPI 60 DPI 120 DPI 150 DPI
CONT INF CONT CONT INF CONT INF
Tipo | 717 717 717 6/7 2/7 6/7 217

(100%)  (100%)  (100%)

(86%)  (29%)

(86%)  (29%)

] 5/7 1/7 317
Tipo Il 0 0 0
(71%) (14%) (42%)
] 1/7 217
Tipo 111 0 0 0
(14%) (29%)

Legenda: dpi — dias ap6s injecdo; cont — controle; inf — infectado

Fonte: Elaboracéo do autor

5.2 DISTRIBUICAO DE CELULAS DLK1* AO LONGO DA INFECCAO

A marcagdo de IHQ para DLK1 permitiu a detecgdo da forma de membrana do receptor.

Além disso, foi possivel também avaliar a distribuicdo dessas células nos diferentes

compartimentos esplénicos. A maioria das células positivas para a marcacao possuiam aspecto

de PC (nucleo periférico com forma de “roda de carroga™) (Figura 7), e as células DLK1" se

concentravam principalmente na regido de PB, em &reas perivasculares (como a PALS) nos

dois grupos, infectado e controle (Figura 8, A). IHQ — imuno-histoquimica; FC — fold change; PC —

plasmdcitos.
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Figura 7 - Células positivas para DLK1 no bago de hamsters. Marcagéo de IHQ utilizando o marcador DLK1
no bago de hamsters (barra de escala 20um). Setas vermelhas: células com aspecto de PC positivas para a
marcacao.

Fonte: Elaboracdo do autor

N&o houve diferenca na densidade de células entre os grupos controle e infectado em
nenhum dos pontos de avaliacdo (Figura 8, B). Quando avaliamos a dindmica da celularidade
de DLK1" no curso da doenca, pela analise de expressao diferencial nos animais infectados, foi
possivel observar uma tendéncia de aumento de células marcadas no baco dos animais,
principalmente nos pontos iniciais entre 30 e 60 dpi, (Figura 8, C). Além disso, quando o grupo
infectado dos diferentes pontos de avaliacdo foi estratificado entre os animais que néo
apresentaram desorganizacdo do baco (baco tipo 1) e os animais com desorganizacdo do baco
(bacos tipos 2 ou 3), foi observado aumento das células DLK1* no grupo de animais infectados
com alteracdo na organizacao esplénica, quando comparado com o grupo controle (Kruskal-
Wallis, p<0,05), mas sem diferenca entre os animais infectados com bago organiado e grupo

controle, assim como, entre os grupos infectados (Figura 8, D).
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Figura 8 - Distribuigdo de células DLK1* no ba¢o de hamsters: (A) — Micrografia das marca¢des de DLK1 por
IHQ no baco de hamsters (Barra de escala 20um). (B) — Gréfico da densidade de células. As linhas representam
a média com DP. (C) — Representacdo grafica do FC dos animais infectados nos diferentes pontos de
acompanhamento. Os simbolos representam a média e as linhas 0 DP. NiUmero de animais para marcagdes de IHQ:
n=6/grupo (30 dpi) e n=7/grupo (60, 120 e 150 dpi). (D) — Representacéo gréafica da densidade de células DLK1*
estratificada pela classificacdo histolégica do bago nos animais infectados (n=27 [controle], n=17 [infectado-
organizado] e n=10 [infectado-desorganizado]).

Fonte: Elaboracdo do autor

5.3 VALIDAGAO DA MARCAGCAO POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Como a marcacdo de DLK1 na IHQ foi feita com a utilizacdo de anticorpo produzido
contra a molécula expressa em camundongo, foi realizado um western blot para confirmar se o

peso molecular da molécula reconhecida pelo anticorpo em hamsters, coincidia com o peso
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descrito para DLK1. Para isso, um baco de animal saudavel, congelado e sem fixacéo foi
utilizado. O western blot revelou a detecc¢éo de duas bandas reconhecidas pelo anticorpo anti-
DLK1, uma com aproximadamente 40kDa, correspondente ao peso da molécula DLK1 de
41kDa e outra em torno de 24kDa, correspondendo a forma clivada do receptor (Abcam, anexo
S2 pégina 108) (Figura 9, A). Nenhuma banda foi detectada na raia do controle negativo (CN)
incubado com 1gG (de soro — policlonal [mesmo isotipo do anti-DLK1]) de coelho.

A marcacdo por IHQ foi adicionalmente validada pelo dado encontrado na avaliacdo do
transcriptoma dos animais com doenca mais grave, em que foi observado um aumento da
expressdo diferencial de DLK1 no ponto inicial 30 dpi, com diminuicao progressiva até o ponto
final 150 dpi, nos animais infectados (VILAS et al., 2021). As marcagdes de IHQ nos animais
submetidos ao sequenciamento confirmaram esse aumento inicial e diminuicdo ao longo da
cinética, com o dado recentemente publicado (Apéndice S1, pagina 98).

Adicionalmente, comparamos o0s dados de expressdo transcricional de DLK1 dos
animais submetidos ao sequenciamento, pelo FC-Log2 (MRNA), com a proporcdo de células
DLK1*, pela média do FC (X) da densidade celular, considerando as contagens de DLK1* dos
demais animais dos grupos controle e infectado, nos diferentes pontos de acompanhamento (e
gue ndo foram usados na avalia¢do do transcriptdma do dado publicado). Assim, observamos
que apesar do aumento do transcrito de DLK1 30 dpi, s6 foi observado uma tendéncia de
aumento do nimero de células DLK1" no ponto seguinte, em 60 dpi, com retorno ao valor basal
de células marcadas encontrado em 30 dpi nos pontos mais tardios, 120 e 150 dpi (Figur a 9,
B).
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CN — controle negativo; dpi — dias ap0s inje¢do; IHQ — imuno-histoquimica; RNAseq — sequenciamento de RNA;
mMRNA — RNA mensageiro; FC — fold change; DLK1* - células DLK1 positivas; Seq — sequenciamento.

Figura 9 - Validagdo da marcagédo por imuno-histoquimica e dado transcriptdmico: (A) — Fotografia da
membrana de nitrocelulose utilizada na técnica de western blot de amostra do bago de hamster. 12 raia (DLK1):
incubagdo com anti-DLK1 e identificacdo de duas bandas (DLK1 e forma clivada da proteina). 22 raia (CN):
incubacdo com IgG de soro de coelho e auséncia de marcagdo. (B) — Gréfico de comparagdo da expressdo
transcricional de DLK1 (FC-Log2) e densidade de células DLK1* (média [X] do FC da densidade celular).
NuUmero de animais: n=3/grupo para dado de sequenciamento e n=6/grupo (30 dpi) e n=7/grupo (60, 120 e 150
dpi) para distribuicdo de células DLK1*.

Fonte: Elaboracdo do autor

5.4 VIA DE DESENVOLVIMENTO DE CELULAS B

A analise de vias de diferenciacdo e desenvolvimento de LyB associado com DLK1 foi
realizada utilizando dados do transcriptoma dos bacos de animais infectados por L. infantum,
através do enriquecimento de vias e rede de interagdes génicas pelo IPA.

Em 30 dpi observamos que a expressdo aumentada de DLK1 se sobressai em relacdo a
expressdo das demais moléculas (Figura 9, 30 dpi). DLK1 esta inserido em um eixo de interacdo
com as moléculas da familia IL-12. A diminuicdo dessas moléculas ocorreu concomitante com

a diminuicdo de DLK1 no estudo sequencial (Figura 10, forma tragcada em vermelho).
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A IL-21 junto com IFN-y (IFNG) parecem ter um papel central na regulagéo da via de
diferenciacdo de LyB nos animais infectado, por estarem dispostas centralmente na rede,
estabelecendo varias interacdes com as demais moléculas, principalmente com algumas delas,
como outros interferons (IFN type 1 e IFNK), CXCR5, o complexo I1L-12 (IL12 [complex]),
CDKN1A e EGR2A na rede (Figura 11, 60 dpi). Ap6s aumento da expressao de IL-21 e IFN-y
a partir de 60 dpi (Figura 9, 60 dpi), observamos o inicio da diminuicdo da expressdo de
CXCR5, PAXS5, receptor de complemento tipo 2 (complemente recptor type 2 [CR2 ou CD21]),
CD72, CD79B e fator de transcricdo Spi-B (Spi-B transcription factor — SPIB) com 120 dpi, e
menor expressdo evidenciada 150 dpi (Figura 9, 120 e 150 dpi). Estas moléculas estdo
associadas com ativagédo de LyB e a diminuicéo delas ocorre no processo de diferenciacdo de
PC (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; WU;
BONDADA, 2002). O que demonstra a diferenciacdo de PC em estagio tardio da infeccéo.

Adicionalmente, ocorreu aumento da expresséo de transcritos relacionados com vias de

diferenciacéo e regulagéo do ciclo celular (Cyclin dependente kinase inhibitor 1 A - CDKN1A

e T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 - TAL1) nos pontos mais tardios, 120 e 150 dpi

$

(Figura 9, 120 e 150 dpi).

30dpi

Figura 10 - Via de diferenciacdo e desenvolvimento de células B de animais infectados em 30 dpi: Rede
de interacdo génica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptdma de
baco de animais infectados 30 dpi. A cor verde representa diminuicdo da expressao dos transcritos e vermelho
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aumento. Em 30 dpi observamos a expressao significativa apenas de DLK1. NUmero de animais: n=3/grupo
(30, 60, 120 e 150 dpi).
Fonte: Elaboracdo do autor

60dpi

Figura 11 - Via de diferenciacéo e desenvolvimento de células B de animais infectados em 60 dpi: Rede de
interagdo génica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptdma de bago de
animais infectados 60 dpi. A cor verde representa diminuicdo da expressdo dos transcritos e vermelho aumento. A
partir de 60 dpi ocorre aumento de IL-21, IFN-y e CDKN1A. Nimero de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi).
Fonte: Elaboracdo do autor
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Figura 12 - Via de diferencia¢do e desenvolvimento de células B de animais infectados em 120 dpi: Rede de
interagdo génica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptdma de bago de
animais infectados 120 dpi. A cor verde representa diminuigdo da expressdo dos transcritos e vermelho aumento.
Em 120 dpi inicia uma diminui¢do da expressdo de moléculas (CXCR5, PAX5, CR2 (CD21), CD72, CD79B e
SPIB) envolvidas com a diferenciagdo de PC e aumento de moléculas relacionadas com o controle da diviséo
celular (CDKNZ1A e TAL1). Nimero de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi).

Fonte: Elaboracdo do autor
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Figura 13 - Via de diferenciacao e desenvolvimento de células B de animais infectados em 150 dpi: Rede de
interacdo génica do enriquecimento de vias de desenvolvimento de LyB com DLK1 do transcriptdma de baco de
animais infectados 150 dpi. A cor verde representa diminuigdo da expressdo dos transcritos e vermelho aumento.
Em 150 dpi permanece a diminuicdo da expressao de moléculas (CXCR5, PAX5, CR2 (CD21), CD72, CD79B e
SPIB) envolvidas com a diferenciagdo de PC e aumento de moléculas relacionadas com o controle da divisao
celular (CDKN1A e TAL1). Numero de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150 dpi).

Fonte: Elaboracdo do autor

5.5 EXPRESSAO TRANSCRIPTOMICA ASSOCIADA COM DIFERENCIACAO E
REGULAGCAO DE PLASMOCITOS AO LONGO DA INFECCAO

Foi realizado uma avaliacdo da expressdo transcricional no transcriptdma de baco dos
animais infectados, de moléculas associadas com a diferenciagdo, migracdo e manutencéo de
LyB/PC descritos na literatura: manutengdo de LyB (PU.1, MITF e IRF8); resposta do CG
(BACH2, BCL-6 e MTAZ3); diferenciagdo de PC (BLIMP1, IRF4 e XBP1); migragédo
(CXCL13, CXCL12 e CXCR4); manutencgdo de PC (L6, BAFF, APRIL e MCL1) (NUTT et
al., 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005).

Em relacéo aos fatores de transcri¢do (FT) associados com a manutencgéo da identidade
de LyB e inibicdo da diferenciacdo, observamos apenas aumento de MITF 150 dpi, nos animais

infectados (Figura 10, A). Todos os fatores responsaveis pela formacgéo e atividade do CG
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apresentam uma tendéncia de diminuicao nos pontos finais (120 e 150 dpi) de avaliacdo (Figura
10, B).

Nos FT associados com a diferenciacdo de PC, apesar de ndo ser encontrado diferenca
estatistica na expressdo dos fatores avaliados, houve uma tendéncia de aumento de BLIMP1
nos animais com LV, principalmente entre 60 e 120 dpi (Figura 10, C). Foi observado também
diminuigdo de CXCL13 e CXCL12 nos pontos 120 e 150 dpi (Figura 10, D). Adicionalmente,
houve aumento de IL-6 no Gltimo ponto de avaliagdo, mas ndo houve diferenca na expressao
de BAFF e APRIL no curso da doenca (Figura 10, E).
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Figura 14 - Perfil transcricional da diferenciagdo e regulacdo de plasmdcitos nos animais infectados:
Expressdo transcricional de fatores associados com a regulagéo de LyB/PC. (A) — FT associados com a manutencdo
de LyB e inibicdo da diferenciacéo de PC. (B) — FT relacionados com a formacéo da resposta de CG. (C) — Fatores
de diferenciacdo de PC. (D) — Expressdo de moléculas envolvidas na migracdo de LyB/PC. (E) — Moléculas
responsaveis pela sobrevivéncia de PC. As linhas verdes representam os transcritos com diminuigao da expressao,
em preto aqueles sem diferenca e as linhas vermelhas os que apresentaram aumento (FDR<0,05 e FC >+1). (*) —
Representa o ponto em que foi observado diferenca estatistica. NUmero de animais: n=3/grupo (30, 60, 120 e 150
dpi).

Fonte: Elaboracédo do autor
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5.6 PROPORGAO DE CELULAS B NO BACO

A marcacdo de células positivas para CD20 por IHQ no bago de hamsters exibiu um
aspecto esperado da marcacdo de LyB esplénicos, com a marcacao dos FL e ZM na regido de
PB (Figura 11, A) e de células na PV (Figura 12, A). As mensuragdes da area marcada dos 5
maiores foliculos da PB presentes no corte histolégico, demonstraram um aumento da marcagdo
de CD20 na é&rea de LyB (FL e MZ) da PB no grupo infectado no ponto de 120 dpi (Mann-
Whitney, p<0,05) em comparagdo ao controle, e uma tendéncia de diminuicdo no ponto
consecutivo 150 dpi (Figura 11, B).

Na analise diferencial fica mais evidente essa tendéncia de diminuicdo da marcacéo de
CD20 nos animais infectados no ultimo ponto de avaliacdo, quando comparado ao ponto
anterior 120 dpi (Kruskal-Wallis, p<0,05 — Figura 11, C). A contagem de LyB na PV de
animais infectados por L. infantum ndo apresentou diferenca em nenhum dos quatro pontos de
acompanhamento (Figura 12, A e B). Observou-se apenas uma tendéncia de aumento nos
pontos com 60 e 120 dpi, evidenciada através da analise diferencial (Figura 12, C).
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INFECTADO

LyB — célula B; IHQ — imuno-histoquimica; PB — polpa branca; DP —
desvio padréo; FC — fold change.

Figura 15 - Proporcdo de células B na polpa branca do bago de
hamsters: (A) — Micrografia das marcag¢fes de CD20 por IHQ na PB do
baco de hamsters (Barra de escala 200um). (B) — Grafico da mensuragéo
de area marcada (%). As linhas representam a média com DP. (C) -
Representacéo gréfica do FC dos animais infectados nos diferentes pontos
de acompanhamento. Os simbolos representam as médias e as linhas o DP.
NuUmero de animais: n=7/grupo (30, 60, 150 dpi), n=7 [controle] e n=6
[infectado] (120 dpi).

Fonte: Elaboracéo do autor
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5.7 PROPORCAO DE PLASMOCITOS NO BACO

As celulas marcadas com CD138 no bagco de hamsters possuiam morfologia de PC
(Figura 17), entretanto, foi observado que algumas células com aspectos de PC ndo foram
marcadas pela reacdo de IHQ por CD138, embora fosse com pouca frequéncia (Figura 17, seta
vermelha). As células marcadas se concentravam na PALS, principalmente na periferia desse
compartimento na regido de PB, e observamos também a marcacdo dos vasos sanguineos pela
reacdo, como a marcacdo da ArtC (Figura 18, A). Enquanto na PV, foi pouco frequente a

observacao de PC entre os corddes esplénicos nos pontos de avaliacéo.

IHQ — imuno-histoquimica; PB — polpa branca; PC — plasmacitos.

Figura 17 - Marcacéo de células CD138* no bago de hamsters: Micrografia da marcagdo de CD138 por IHQ
na PB do baco de hamster. E possivel observar células com aspecto de PC marcados pela reagio e uma célula com
aspecto de plasmécitos ndo marcado (Seta vermelha).

Fonte: Elaboracdo do autor
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A contagem de PC na PB de 5 &reas de hotspot em 5 foliculos linfoides, demonstrou um
aumento de PC na PALS dos animais infectados 120 dpi, (Mann-Whitney, p<0,01 - Figura 18,
B). A expressdo diferencial da densidade de células marcadas ndo demostrou nenhuma
alteracdo significativa ao longo da cinética, mas manteve-se relativamente alta em todos os
pontos, com maior ponto de elevagdo 120 dpi (Figura 18, C). Além disso, quando foi
estratificado a proporcéo de PC no grupo infectado entre os animais que apresentavam ou ndo
desorganizacdo do baco, ndo foi observada nenhuma alteracdo na comparacdo entre eles, sO
guando comparado entre controle e infectado-desorganizado (Kruskal-Wallis, p<0,01 — Figura
18, D).
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PC — plasmocitos; IHQ — imuno-histoquimica; PB — polpa branca; DP — desvio padréo; FC — fold change.

Figura 18 - Proporgéo de plasmdcitos na polpa branca no baco de hamsters: (A) — Micrografia das marcagfes de CD138 por IHQ na PB do baco de hamsters (Barra
de escala 20um). (B) — Gréfico da mensuragéo de densidade de células marcadas. As linhas representam a média com DP. (C) — Representacéo grafica do FC dos animais
infectados nos diferentes pontos de acompanhamento. Os simbolos representam as médias e as linhas o DP. NUmero de animais: n=5 [controle] e n=6 [infectado] (30 dpi),
n=7/grupo (60, 120 dpi), n=7 [controle] e n=6 [infectado] (150 dpi). (D) - Representacédo grafica da densidade de PC estratificado pela classificagdo histolégica do bago
nos animais infectados (n=26 [controle], n=17 [infectado-organizado] e n=9 [infectado-desorganizado]).

Fonte: Elaboracdo do autor
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5.8 DISPROTEINEMIA

A analise da hiperglobulinemia nos animais infectados foi realizada através da avaliacédo da
disproteinemia, pela estimativa da proporcdo de albumina em relacdo aos niveis de globulinas
séricas, medido em um exame bioquimico de proteinas totais e fracbes do soro. N&o foi
observada nenhuma alteracéo nos niveis plasmaticos de globulinas nos animais com LV (Figura
17, A). Houve apenas uma tendéncia de aumento 30 e 150 dpi, que foi apresentada também

pela analise diferencial da razéo entre os dois marcadores (Figura 17, B).

A B

Albumina/globulina

Fold change - Alb/Gb

30dpi  60dpi  120dpi  150dpi

2,01 ‘ 0.2-
e @ Controle
| i A& Infectado
1.5= ! ! :
: A 0.0
; L | A
® | ; :
1.0+ % A | %' é 'I‘
'@ L e L e
: : : -0.24
0.5= | ) : |
0.0 ‘ ‘ ‘ 04

T T T T
30dpi 60dpi 120dpi 150dpi
Alb- Albumina; Gb — Globulina

Figura 19 - Andlise da disproteinemia: (A) — Gréfico da razdo entre albumina e globulina sérica. As linhas
representam a média com DP. (B) — Representacéo gréafica do FC da razdo encontrada nos animais infectados, nos
diferentes pontos de acompanhamento. Os simbolos representam as médias e as linhas o DP. Namero de animais:
n=6/grupo (30 dpi), n=6 [controle] e n=7 [infectado] (60 dpi), n=7/grupo (120 dpi), n=6 [controle] e n=4
[infectado] (150 dpi).

Fonte: Elaboracdo do autor

5.9 ESPECIFICIDADE DE PC NO BACO

Foi proposto a realizacdo da técnica de IHQ modificada para avaliar a especificidade de
PC contra antigenos biotinilados das formas amastigotas e promastigotas de L. infantum, assim
como, a distribuicdo dessas células nos diferentes compartimentos esplénicos. No entanto, ndo
obtivemos éxito nas marcacdes e padronizacdo da técnica no baco de hamsters em tecido FFPE.
Foram testadas diferentes concentragdes do abPro (1:50, 1:100 e 1:200), a partir da diluicdo
padronizada em um trabalho anterior (1:100), no bago de cées naturalmente infectados por
Leishmania (FONTES et al., 2021). Alem da utilizacdo de diferentes formas de recuperacédo

antigénica, como a mediada por calor em tampdo Trsi-EDTA (pH 9.0) e citrato (pH 6.0), o
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método enzimatico com o uso de proteinase K e até mesmo uma dupla recuperacéo e associacdo
dos dois métodos, com uma etapa de recuperacdo na panela de pressdo elétrica, seguido da
incubacdo com a proteinase K. A incapacidade de aplicar a marcacdo em nosso trabalho pode
ter sido decorrente do método de conservacdo, uma vez que, a técnica é mais bem aplicada em
amostras congeladas (MIZUTANI et al., 2016).

Apesar de ndo ter sido possivel realizar a marcacao e avaliacdo da especificidade de PC
in situ, foi possivel padronizar a diferenciacdo e isolamento de formas amastigotas de L.
infantum, que era um objetivo secundario, considerando a utilizacdo do abAms para as
marcacOes. Assim, foi estabelecido um método de diferenciacdo in cell com a infeccdo de M®
de linhagem murino (J774) com as formas promastigotas, em que se obteve apds 24h de
infeccdo (48h de cultivo) o isolamento de formas amastigotas das células infectadas, com
morfologia caracteristica de amastigotas de Leishmania (formas arredondadas com auséncia do
flagelo) (Figura 18, setas pretas). No entanto, foi observada também a presenca de algumas
formas promastigotas ap6s o isolamento, que foi atribuido como contaminacdo da etapa de
infeccdo celular de parasitos ndo internalizados (Figura 18, pontas de seta vermelhas).
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Figura 20 - Diferencia¢do de amastigotas de L. infantum: Isolamento de formas amastigotas de
M® (J774) infectados com formas promastigotas de L. infantum. Setas pretas: formas amastigotas
de L. infantum; Pontas de seta vermelhas: formas promastigotas de L. infantum.

Fonte: Elaboracdo do autor
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho realizamos a identificacdo de moléculas e mecanismos potencialmente
envolvidos com a diferenciacdo andmala de LyB e acimulo de PC no bago durante a LV.
Fizemos isso a partir da validacdo de dados transcriptomicos do bago de hamsters com LV
através da identificacdo IHQ de DLK1, além da andlise de transcritos e vias de interacdo génica
relacionadas com o desenvolvimento de LyB e diferenciacdo de PC. Paralelamente,
correlacionamos esses dados com a andlise da distribuicdo de LyB nos diferentes
compartimentos esplénicos.

Dentre os modelos experimentais disponiveis, o hamster (Mesocricetus auratus)
caracteriza-se como um dos melhores de representacdo da doenca observada em humanos. 1sso
se da pelo fato do animal apresentar sinais clinicos classicos da doenca, como a
hepatoesplenomegalia ap6s 90 dpi e hipergamaglobulinemia (DEA-AYUELA et al., 2007;
DORES MOREIRA et al., 2016; MELBY et al., 2001; REQUENA et al., 2000; VILAS et al.,
2021). Além disso, os animais também apresentam alteracdes laboratoriais compativeis com a
doenca, como a diminuicdo do hematdcrito, reducdo do numero de hemécias e hemoglobina,
além do aumento de marcadores bioquimicos hepaticos e renais, principalmente nos pontos 180
e 270 dpi (DORES MOREIRA et al., 2016).

A atrofia com progressdo para desorganizacdo da PB do baco ja foi observada em
hamsters com LV (RICA-CAPELA et al., 2003; VERESS; ABDALLA; EL HASSAN, 1983;
VILAS et al.,, 2021). Neste trabalho os animais apresentaram hepatoesplenomegalia, mas
apenas dois animais apresentaram a desorganizacdo completa do bagco em 150 dpi. Além disso,
ndo foram observadas alteragdes laboratoriais. Sendo que a auséncia de alteragdes significativas
pode ser justificavel pela heterogeneidade dos animais, além do tempo e rota de infeccdo
usados.

A analise IHQ da distribuicdo de células DLK1* mostrou uma tendéncia de aumento
destas celulas no baco de animais infectados, principalmente entre os pontos iniciais (30 e 60
dpi), mas que se manteve em todo o curso da doenga. Apenas nos animais com doencga grave e
que foram incluidos nas analises transcriptomicas, observamos uma diminuicdo destas células
nos pontos de 120 e 150 dpi. Esse dado se correlaciona com o resultado de expresséo
transcricional publicado pelo nosso grupo (VILAS et al., 2021), e com o descrito na infecgédo
de camundongos por L. donovani, em que também houve regulacdo negativa da expressao de
DLK1 entre 21 e 42 dpi (ASHWIN et al., 2018).
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Além da heterogeneidade do grupo de animais estudados por IHQ uma possivel
explicacdo para a auséncia de significancia observada, é que a expressdo génica por RNA
mensageiro (MRNA) nem sempre tem uma correlacdo direta com a expressdo de proteinas
(BAUERNFEIND; BABBITT, 2017; PAYNE, 2015; REIMEGARD et al., 2021). Este efeito
se deve os processos de regulacdo pds-translacional, além das diferencas entre as taxas de
sintese e decaimento entre as duas moléculas (PAYNE, 2015). Dessa forma, Reimegard e
colaboradores (2021) demonstraram que a expressao de mRNA ndo foi capaz de refletir a
concentracdo de proteinas no mesmo tempo de andlise, porém houve uma concordancia na
direcdo das mudancas de expressdao de mMRNA e proteinas no desenvolvimento neuronal ao
longo do tempo.

E possivel que a hiperexpressdo de DLK1 na fase inicial da infeccdo possa permanecer
por um longo periodo, até estagios mais tardios da doenca. Mesmo com a permanéncia da
tendéncia de aumento neste periodo, a expressao diferencial € menor em relacdo aos pontos
iniciais, demonstrado uma mudanca na mesma direcdo da expresséo transcricional. Sendo que
nos animais susceptiveis esse decaimento é maior, levando a reducdo de células DLK1*
observada.

Além da diferenca no papel das isoformas de DLK1 em prevenir a diferenciacéo ou
proliferacdo de células, é proposto também que a sinalizagdo pelo reconhecimento de DLK1
pode ocorrer de maneira NOTCH-dependente ou independente. Sendo que esta segunda forma
ocorre através da modulacdo da via MAPK/EKR, importante para os processos de diferenciacédo
e proliferacdo celular (PITTAWAY et al., 2021; TRAUSTADOTTIR et al., 2019b), incluindo
a ativacdo e proliferacdo de LyB, assim como, a diferenciacdo de PC (KHIEM et al., 2008;
RAMAN; CHEN; COBB, 2007; SCHEFFLER et al., 2021).

A via MAPK é um dos alvos da modulagdo da resposta do hospedeiro por Leishmania,
contribuindo para a diminuicdo da expressao de IL-12 e inducéo de 1L-10 (SOARES-SILVA et
al., 2016). Aqui, como demonstramos a interacdo entre DLK1 e IL-12 para LyB, a modulacgéo
de MAPK/ERK pode ser uma via em comum entre as duas moléculas favorecendo a
plasmocitose.

A via de desenvolvimento de LyB que inclui DLK1 est4 associada com a diferenciacao
de PC pelo eixo com a familia de citocinas IL-12, em que se observa a diminuicdo dessas
citocinas nos pontos finais (120 e 150 dpi). A IL-12 atua na diferenciac@o de PC secretores de
IgM, e 0 aumento dela induz a diferencia¢do de PC de vida curta, inibindo a resposta de CG
(KIM et al., 2008; MOENS; TANGYE, 2014). Além disso, esta citocina em conjunto com
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outras da resposta Th1 possuem efeito protetivo na LV, no entanto, € observado uma regulacéo
na expressao destas citocinas efetoras em formas ativas da LV e a disfungéo na producdo de IL-
12 por células DCs em estagios crénicos da LV (DAYAKAR et al., 2019; FALEIRO et al.,
2014; KUMAR; NYLEN, 2012; SAMANT et al., 2021; VOLPEDO et al., 2021).

A infeccdo experimental de hamsters por L. donovani demonstrou pequeno aumento
inicial de IL-12 até 28 dias de infecgdo, mas que ndo se sustentou no ponto seguinte 56 dias
apos, sendo também o ultimo ponto de avaliacdo. Além disso, estes animais ndo apresentaram
alteracdo significante nos titulos de IgM (MELBY et al., 2001). Por outro lado, nosso grupo
demonstrou a diminuicdo de IL-12B (IL-12p40) no baco dos animais infectados por L.
infantum, no mesmo periodo (120 e 150 dpi) (VILAS et al., 2021).

Na andlise transcriptdmica de vias de desenvolvimento de LyB, também demonstramos
que IL-21 e IFN-y possuem papel central durante a infecgdo e estdo relacionadas com a
diferenciacéo de PC a partir de 60 dpi. A IL-21 é um dos estimulos derivados da interacéo entre
células Thf e LyB para a inducdo da diferenciacdo de PC na resposta TD, e possui um papel
importante tanto na formacéo do foco extrafolicular de PC de vida curta como na formagéo e
desenvolvimento da resposta de CG, responsavel pela formacdo de PC de vida longa
(ETTINGER et al., 2005; LINTERMAN et al., 2010; ORACKI et al., 2010; OZAKI et al.,
2004; ZHANG; GARCIA-IBANEZ; TOELLNER, 2016; ZOTOS et al., 2010). Enquanto o
IFN-vy esta envolvido na producdo de 19G2 (JURADO et al., 1989; KAWANO; NOMA; YATA,
1994). Sendo que a producdo de ambos, IFN-y e IL-21 j& foi relatada no bago de hamsters
infectados por L. donovani, em que houve o 1gG2 como o principal isotipo secretado (KONG
etal., 2017; MEDINA-COLORADO et al., 2017; MELBY et al., 2001).

Em outras condigdes essas moléculas também estdo envolvidas com a diferenciacéo de
PC produtores de IgG2. Durante a infeccdo por Plasmodium em modelo experimental, a
producdo de IL-21 e co-expressdo com IFN- y foi observada. Sendo que a sinaliza¢do por IL-
21 em LyB foi necessaria para controle da infeccdo (PEREZ-MAZLIAH et al., 2015). O
aumento excessivo de IL-21 também ocorre no SLE, promovendo a diferenciacdo de PC
autorreativos (OZAKI et al., 2004; WANG et al., 2018). Além disso, a apresentacdo antigénica
por LyB induziu a producdo de IFN-y por células Thf no SLE, sendo que a auséncia da
sinalizacdo mediada por IFN-y em LyB inibiu a produgdo de AC IgM, IgG2 e IgG2c
autorreativos (JACKSON et al., 2016). Portanto, o aumento de IL-21 e INF-y demonstrados
neste trabalho pode representar a interagdo entre LyB e Thf, induzindo um grande estimulo para
diferenciacdo de PC produtores de IgG2 na LV.
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A via de interagdo génica em que houve aumento de IL-21 e IFN-y, esta relacionada a
diferenciacdo de PC pela regulacdo das moléculas CXCR5, PAX5, CD21, CD72, CD79B e
SPIB, 120 e 150 dpi. A regulacdo negativa destas moléculas ocorre como processo da
transformacédo e mudanca de fenotipo de LyB em PC (NUTT et al., 2015; ORACKI et al., 2010;
SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005; WU; BONDADA, 2002).

Apesar de néo ter diferenca na expressdo transcricional de nenhum fator relacionado
com a diferenciacdo de PC, BLIMP1 apresentou uma tendéncia de aumento, principalmente
nos pontos 60 e 120 dpi. Esta tendéncia pode indicar uma expressdo intermediaria de BLIMP1
(BLIMP1'™). Sendo que a populagio de PC BLIMP1™ sio os de vida curta recém-formados,
gerados de maneira mais rapida (ORACKI et al., 2010). Estes PC BLIMP1™ podem se
diferenciar terminalmente nos PC de vida longo com alta expressdo de BLIMP1, provavelmente
devido estimulos de sobrevivéncia nos nichos em locais como a medula 6ssea (NUTT et al.,
2015; ORACKI et al., 2010). Como ndo observamos aumento na expressdo de muitos fatores
de sobrevivéncia (apenas IL-6) até o Gltimo ponto de andlise, isso pode justificar a expressao
intermediaria de BLIMP1 e a prevaléncia de PC de vida curta.

Os dados transcriptdmicos se correlacionam com a diferenciacdo e acumulo de PC na
PALS 120 dpi, evidenciado neste trabalho. A PALS é um local de trénsito e saida de PC para a
PV (ORACKI et al., 2010), e cdes com LV apresentam o acimulo dessas células nesse local,
além da regido de PV (FONTES et al., 2021).

A plasmocitose na PV é um achado caracteristico das alteracGes do baco durante a LV,
mantidos atraves da secrecdo de BAFF e APRIL (SANTANA et al., 2008; SILVA-O’HARE et
al., 2016). Esta diferenciacdo andmala de LyB pode ser decorrente do fendmeno de ativacao
policlonal de LyB (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018). Aqui, no
quantificamos os PC presentes na PV, mas observamos a presenca deles e como houve a
plasmocitose na PALS, que pode indicar a migracao das células geradas através da sinalizacéo
por IL-21 e IFN-y na PB, é possivel que haja um aumento também na PV.

A manutencéo inicial de PC 150 dpi, pode estar relacionada com a secrec¢ao apenas de
IL-6 150 dpi. O aumento de IL-6 j& foi relatado na infeccdo experimental de hamsters por L.
donovani (KONG et al., 2017). Além disso, a IL-6 por si S0 é capaz de suportar a sobrevivéncia
de PC em cultura, no entanto, este efeito € muito maior com adi¢cdo de outros fatores, como
BAFF ou APRIL (JOURDAN et al., 2014).

Em uma doenga inflamatdria neuroldgica, em que hd aumento de plasmoblastos, apenas

a adicdo de 1L-6 foi suficiente para manutencao dessas células em cultivo, sendo que a adi¢ao
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de BAFF ou APRL néo surtiu efeito (CHIHARA et al., 2011). Assim, a expressao de IL-6 pode
suportar inicialmente a sobrevivéncia de células imaturas, mas € possivel que essa manutencao
de PC seja substituida pela expressdao de BAFF e APRIL com um maior tempo de infeccéo,
como observado na infec¢do natural da doenca.

Em relagdo aos LyB, a expresséo transcriptomica de BACH2, BCL-6 e MTA3
apresentaram tendéncia de diminuicdo a partir de 60 dpi, com menor nivel 150 dpi. Estes fatores
estdo relacionados com a formacdo do CG e o0s processos de maturacdo da resposta de AC que
ocorrem nesse local (NUTT et al.,, 2015; ORACKI et al., 2010; SHAPIRO-SHELEF;
CALAME, 2005). Além disso, este dado corrobora com a atrofia de CG observada pela anélise
histolégica dos animais, demonstrado previamente pelo nosso grupo (VILAS et al., 2021).
Portanto, esta tendéncia de diminuicdo pode indicar um prejuizo na resposta de CG,
favorecendo a inespecificidade de PC contra antigenos de Leishmania durante infec¢éo.

Os dados da nossa andlise transcriptomica correlacionam-se também com a nossa
analise IHQ da distribuicdo de LyB. Houve diminuicdo de CXCL13 e CXCL12 em pontos
tardios da infeccdo, 120 e 150 dpi. Sugerindo que a migracao de LyB foi afetada no curso da
LV em hamsters. A perda da sinalizacdo por CXCL13 em decorréncia da diminui¢édo de FDCs,
contribuindo para a reducéo de LyB FO e atrofia da PB foi observada na infecgéo natural de
caes com forma grave da LV (SILVA et al., 2012). Ja CXCL12 apresentou aumento no baco
de cdes com LV e foi associada como um dos fatores responsaveis pela migracéo e acimulo de
PC na PV (SILVA-O’HARE et al., 2016). No entanto, isso também n&o foi observado durante
a infeccdo de hamsters por L. donovani, em que a expressao trasncriptdmica demonstrou uma
regulacdo negativa de CXCL12 (KONG et al., 2017).

A sinalizacdo por CXCL12 é necesséria para a reten¢do de LyB na ZM (WANG et al.,
2012), e sua diminuicdo pode ser responsavel pela reducdo de LyB ZM, contribuindo para a
perda da delimitagé&o dessa regido, como ocorre na LV (SANTANA et al., 2008; SILVA et al.,
2012). Além disso, CXCL12 desempenha um papel importante na recirculacéo de LyB FO no
CG, contribuindo para a producéo de AC de alta afinidade (BARINOV et al., 2017). Estas
alteracbes na migracdo e moléculas relacionadas com a organizacdo do baco pode ser
decorrente da diminui¢cdo de Linfotoxina-a (LTA), observada nos transcritos do bago de
hamsters infectados por L. infantum (VILAS et al., 2021).

Houve hiperplasia das areas de LyB da PB 120 dpi, seguido de atrofia 150 dpi. A

desorganizacdo do bago com progressdo para atrofia do FL é precedido por uma fase
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hiperpléasica reacional da PB (HERMIDA et al., 2018). Sendo que 0 prejuizo na quimiotaxia de
LyB 120 e 150 dpi, pode ser o responsavel pela alteracdo na celularidade da PB 150 dpi.

Outro aspecto identificado na avaliacdo transcriptémica, foi o aumento de CDKN1A,
induzido pela sinalizacéo de IFN-vy, e que interage com TAL1 na via de diferenciacédo de LyB,
além de MITF na expressdo transcricional, 120 e 150 dpi. Sendo estes fatores relacionados com
a regulacgdo do ciclo celular. O CDKNZ1A é um inibidor do ciclo celular (LIM; KALDIS, 2013;
MALUMBRES; BARBACID, 2009), e sua expressao pode ser induzida por IFN-y, causando a
parada do ciclo celular (SCHRODER et al., 2004). Sendo que o0 aumento de CDKNZ1A pode ser
um dos fatores responsaveis pela inibicdo da resposta de CG. Uma vez que o BCL-6 inibe a
expressdo de CDKN1A, e foi demonstrado que a regulacdo dele é necesséria para a formacao
do CG (BEGUELIN et al., 2017; NUTT et al., 2015).

Adicionalmente, nosso grupo ja demonstrou a hiperexpresséo de outro inibidor do ciclo
celular o CDNK2A na LV experimental, que foi associado com a regulagdo das moléculas
envolvidas na desorganizacdo do baco (VILAS et al., 2021). Além disso, a expressao de ambos
(CDKNI1A e 2A) foram relatados em casos de leishmaniose cutanea por L. braziliensis antes
do tratamento. Sendo que a expressao destes inibidores, junto com outros fatores, estava
relacionada com um fendtipo de senescéncia celular e a producdo de um conjunto de
mediadores inflamatorios, associados com a gravidade da doenca (FANTECELLE et al., 2021).
Além disso, o fendtipo de células secretoras associado a senescéncia ja foi observado para LyB
em tecido adiposo de pacientes obesos, em que foi demonstrado o aumento de CDKNL1 e 2A
(FRASCA et al., 2021).

O aumento das outras moléculas reguladoras do ciclo celular demonstradas neste
trabalho, podem contribuir para a expressao de CDKN1A e o estado de senescéncia. A
expressdao de TAL1 em células tronco hematopoiéticas pode controlar o estado quiescente
dessas células através da inducdo de CDKN1A (LACOMBE et al., 2010). Enquanto MITF,
apesar de ser um fator com funcdo na manutencao do estagio de LyB (ORACKI et al., 2010;
SHAPIRO-SHELEF; CALAME, 2005), também pode estar relacionado com a inducdo da
senescéncia celular, por ser capaz de induzir a expressdo de CDKN1A, contribuindo para a
parada do ciclo celular, como observado para células de melanoma (CARREIRA et al., 2005;
WANG et al., 2016).

Como foi mencionado, apesar dos altos titulos de AC, boa parte desses séo inespecificos
contra os antigenos de Leishmania, o que impede o reconhecimento e os mecanismos efetores
dos AC (SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER; STAGER, 2018). A inespecificidade de AC
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além de prejudicar a protecdo humoral contra a infeccdo, eles podem se acumular em outros
orgdos formando imunocomplexos, causando uma reposta inflamatdria local e danos ao tecido
(REQUENA et al., 2000; SAMANT et al., 2021; SILVA-BARRIOS; CHARPENTIER;
STAGER, 2018).

Alguns trabalhos apontam que os AC especificos também contribuem para a patogénese
da doenca na doenca natural em cdes e modelo experimental de camundongo infectado por L.
donovani (FONTES et al., 2021; SILVA-BARRIOS; STAGER, 2019). Sendo que a diminuicéo
da resposta Trl, a diminuicdo do nivel de IL-10 e aumento da resposta Thl, foram os efeitos
observados quando foi realizado a inibi¢do da producdo de AC especificos em camundongos.
Demonstrando uma capacidade imunoreguladora dos AC produzidos durante a infeccéo
(SILVA-BARRIOS; STAGER, 2019). Entretanto, no presente trabalho nio foi observado
disproteinemia nos hamsters com LV, indicando consequentemente a auséncia de
hipergamaglobulinemia nos estagios de observacio deste experimento. E necessério ressaltar
que poucos animais apresentaram uma forma de doenca grave até o Gltimo ponto de anélise e
obtivemos amostra de apenas 4 animais. Estes fatores podem ter contribuido para o resultado
encontrado.

Neste trabalho observamos que com 30 dpi ndo houve muitas alteragdes do ponto de
vista histolégico ou transcricional no baco de animais infectados, com excecdo da
hiperexpressao do transcrito de DLK1 neste ponto. A partir de 60 dpi ocorre algumas mudancas
a nivel transcricional nos animais infectados por L. infantum, como a sinalizacdo de IL-21 e
IFN-y para a diferenciacdo de PC, possivelmente devido a interacdo entre LyT-LyB, além de
um provavel aumento de células DLK1" nos hamsters com LV.

Como previsto pela analise trasncriptdmica, foi observado a diferenciagdo e aumento de
PC na PALS 120 dpi, hiperplasia da area de LyB da PB nos animais com LV. Enquanto 150
dpi houve atrofia desta area da PB em hamsters infectados, que pode ser decorrente da
diminuig&o da quimiotaxia para LyB (CXCL12 e CXCL13) que também ocorreu nestes animais
durante este periodo. No ponto final de analise também observamos uma diminuicao da resposta
de centro germinativo, contribuindo para a atrofia da PB observada. A analise transcriptémica
demonstrou ainda o aumento de moléculas relacionadas com a senescéncia celular 150 dpi e

que a sobrevivéncia dos PC gerados pode ser mantida inicialmente pela secrecéo de IL-6.
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6 CONCLUSOES

1. As vias relacionadas a diferenciacdo de LyB em hamsters com LV incluem a regulacéo
positiva de IL-21 e IFN-y, e demonstra que DLK1 esta associada com as citocinas IL-12 no
papel de diferenciacéo de PC;

2. Nos hamsters com LV ocorre a diminuicao da quimiotaxia de LyB/PC;

3. Hamsters com LV apresentam uma fase de hiperplasia da PB que antecede a atrofia e
desorganizacao;

4. Os hamsters com LV apresentam aumento do transito e acimulo de PC na PALS em estagio
tardio de infeccéo.

Além disso, ndo houve correlagdo entre a disproteinemia e as alteracfes encontradas no
baco de animais infectados, j& que os animais ndo apresentaram hiperglobulinemia. Devido ao
método de preservacdo do material, ndo foi possivel identificar os PC especificos para antigenos

de L. infantum no baco de animais infectados.
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Splenic Transcriptional Responses
in Severe Visceral Leishmaniasis:
Impaired Leukocyte Chemotaxis
and Cell Cycle Arrest
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Pablo lvan P. Bamos®, Gabriel B, Fernandes ®, Lulz Antonio Roddgues Fredtas”,
Ricardo Khourd 2, Carlos Henrigue Nery Costa® and Washington L. C. dos-Samtos™

T Lateradirin de Palsbgia Esruluml e Mobculy (LAPEV), nsfule Gongab Moniz; Andspis Oswalah Crue,

Sabader, Bras] 7 Laboralirs de Eferridscks infee absas Transmifas por Vedores (LETV), nstiuls Gongals Mo,
Funalgds Oewablo Cruz, Sahaaby, Braed, T Coniro ab Infegragdo de Dados o Corhaaimanios pam Sadak (CIDACS),
hsliude Gongal Moz, Fundegdo Oswaldh Crue, Salvaabr, Brasd, 4 hirmdlca ob Biossrdernas, halule Rere Racho,
Funaagds Oswablo Cuz, Bab Morisonis, Brasi] 5 Depadamants ab Mediing Comunildina, naliuls ab Dbangas Tiopess
Malan Porieds, Universidscl Feckral oo Pl Tensing, S

Structural changes in the spleen have been reported in sevemal infectious diseases. In
vizoeral leishmaniasis (VL), a severe parasitic disease caused by Leishmania spp., the loss
of white pulp accompanies a severe clinical presentation. Hamster model reproduces
aspects of human VL progression. In the eardy stages, a tmanscriptomic signature of
leukocyte recrutment was associated with white pulp hyperplasia. Subsequently,
impaired leukocyte chemotads with loss of T kymphocytes in the periartenolar lymphoid
sheath occumed. This difierential gene expression was subsequently cormborated by
transcriptomic profiing of spleens in severe human V0L At the latest stage, spleen
disorganization was associated with increasing clinical signs of VL. White pulp
disuption was accompanied by decreased DILKT expression. The expression of
CXCL13, CCRS5, OCL19, CCRS, CCRT and LTA decreased, likely regulated by
COKNZA overexpression. Our findings enlighten a pathway implying cel cycle amest
and decreased gene expression imolved in spleen omanization.
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INTRODUCTION

The spleen plays a central role in the pathogenesis of visceral lishmaniasis (VL), a severe parasitic
disease caused by Leishmania infantum or Leishmania domovani (1-4 ). In VL, infection in the spleen is
persistent. Thiz organ presents important sequential morphological changes that parallel the general
dinical state of disease progression (5-7). The lymphoid follides located in splenic white pulp (WF)
respond to Leishrmania infoction by forming the germinal center and increasing B ool differentiation
This hyperplasia in the WF is accompanied by increasing numbers of Leishmania-infected
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macrophages, which leads to splenomegaly and increased parasite
burden in later stages of discase (8). The enlargement of the spleen
exacerbates its function of blood cell recycling, contributing to
pancytopenia (9, 10). As the discase progmesses, cell populations
become substantially altered in the white and red pulp (RP).
Lymphoid follides decrease in size and the boundaries betwren
the germinal center mantle area and marginal zone become less
evident, eventually disappearing (6, 11-13).

Disruption in splenic microarchitecture has been reported in
avariety of diseases, such as leishmaniasis and malaria, as well as
many viral diseases, including HIV and COVID-19 (14-17).
However, the mechanisms underlying these changes have yet to
be elucidated. The splenic architecture is chemically maintained
by a complex network of transcripts. In Leishmamig-infected
dogs with disorganized spleens, decreased (XCLI3 expression
has been associated with a loss of follicular dendritic cells and
decreased numbers of B cells in lymphoid follicles (18).
Concomitantly, the accumulation of plasma cdls in the RP
may result from interference in B cel differentiation pathways
in the spleen (13). Moreover, the overexpression of (XCLIZ,
BAFF and APRIL in splenic RP supports the hypothesis of
anomalous homing and increased plasma cdl life span (13). In
the periarteriolar lymphoid sheath (FALS), T cel apoptosis
driven by cellular exhaustion markers, such as CTLA-4, may
lead to decreased numbers of CD44 T lymphocytes, which has
been associated with WP disorganization (18-20).

Hamsters are known to develop a progressive form of VL that
can be fatal, recapitulating many aspects of the disease ohserved in
susceptible dogs and humans (21, 22). In addition to being
associated with a mixed Thl and Th2 response profile,
susceptibility has also been linked to a failure to express the gene
coding for nitric oxide synthase (iNO5), even in response to IFN-y,
which implies the inabilityof macrophagesto control replication of
intracellular paragtes (23, 24). Although experimental infection in
hamsters represents a suitable modd for the study of lesions
associated with severe forms of VL, the analysis of pathways
involved in lesion devdopment has been limited by a ladk of
compatible reagents. However, recent gene expression studies
have substantially contributed to our understanding of
mechanisms invobved in immune response to VL (25, 26).

The present audy demonstrates that L. infantum infection leads
to disorganization of the spleen compartments in hamsters with
severe clinical presentations of VL. We employ large-saale gene
expresion analysis to identify transcripts potentially imvolved in
WP disruption. We propose that the histological changes seen
during the course of infection correlated with the transcriptional
differential gene expression and tissue distribution of Tlymphooy te
marker and DLE] protein. Wethen corrobaorate our findings from
oxperiments performed in hamsters using splenic transcriptomic

profiles of severe human forms of VL.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement
All experimental procedures were approved by the Institutional
Review Board of the Gongalo Moniz Institute (1GM-FIOCRLUZ,

license nos, 004/ 2013 and 017/2015 for experiment s peformed in
hamsters, and 3491092 for humans), and were carried out in
accordance with Brazilian legislation on ethical animal
experimentation. All patients were informed and consented to
partidpate in the study.

Hamsters and Infection Procedures

Golden Syrian hamsters [ Mesocrice tus auratis) were obtamed from
a FIOCRUY animal care fadlity. Male hamsters, 6-8 weeks old,
weighing 114 + 20.2 g were kept in cages under a controlled
physiological light and temperature conditions Each hamster was
individually identified by a subcutaneous chip that was recognized
by compatible reader (Microchip Partners). Injections were
performed by intraperitoneal rowe in 1ml of either saline
solution (control group) or a parasite suspension (infected group)
containing 107 promastigotes of L. infantum (strain MHOM/
BR2000/MerivaldaZ?). L. imfanfum virlence was maintained
through passages in hamsters, and parasites were grown until
reaching stationary phase in wvitro in Schneider’s complete
medium (Schneider + 20% fetal bovine serum [FBS], Gibeo,
USA) in a BOD, incubator at 24%C, Hamsters were euthanized
by anesthetic overdose (10mg cetamin + 1mg xylazine/mL) at 30,
60, 120 and 150 days post-injection (dpi). Animal spleens were
collected, weighed, and fragmented into three picces for
histopathological analysis, parasite colturing and RNA edraction.
For parasite detection, macerated spleen fragment was sown in
biphasic culture medium (blood agar + complete Schneider
medium) in a B.OD. incubator at 24°C and examined for up to
4 weeks.

Clinical Signs, Serum Biochemistry

and Hematology

Clinical signs of VL (presence of skin lesions, hair and weight
loss, splenomegaly) were examined on a weekly basis. At the day
of euthanasia, blood was collected by heart puncture. Blood was
preserved in EDTA blood collection tubes and submitted to
analysis of total red blood cell (RBC) counts and total and
differential white blood cell (WEBC) counts using an automated
cell counter. For biochemical analysis, the blood was collected in
serum collection tubes and centrifuged at 2,000 xg for 15 minutes
at room temperature and serum was submitted to biochemical
analysis of total serum protein, albumin and globulin fractions.

Human Spleens

Human spleen samples were obtained from the Natan Portela
Tropical Discase Institute (Teresina, Piauni, Brazl) following
therapeutic splenectomy in patients with severe VL two of
whom were also coinfected with HIV, Both coinfected VL-HIV
paticnts had undetectable viral load. Splenic material from two
males and one female, median age of 51 [range 45 - 55] years,
were included in the study. Spleen fragments were submitted to
histopathological analysis and RN A otraction.

Histopathology and Morphometry

Spleen was collected during necropsy and fixed in an aloohalic
acid formalin solution for 24-48h at room temperature. Tissues
were paraffin-embedded prior to 3-4 mm sectioning and stained
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in hematoxylin & eosin. All tissue spedmens were examined by
two pathologists (WLCAS and LARF) on a group-blinded basis
to estimate the intensity of inflammataory infiltrate, fibrosis and
cell degeneration, as previously desaibed (27). Architectural
arganization was asssssed in the spleen samples according to
Hermida et al. (3). In brief, well-organized or type | spleen was
considered when WP microenvironments were easily
distinguished in lymphoid follicles, the germinal center, PALS,
mantle zone and marginal zone; slightly disorganized or type 2,
crresponded to the loss of some boundaries between the WP
microenvironments due atrophic or hyperplastic alterations;
extensively disorganized, or type 3. was considered when
boundaries were poorly ddimited between WP and RP regions,
and lymphoid follicle atrophy was observed (3, 6).
Morphometric evaluations were performed to estimate 'WF/RP
ratios using Imagefro Plus (Media Cybernetics).

Immunohistochemistry and Morphometry

Spleen fragments were fived in 10% formalin and embedded in
paraffin; 4 pm-thick sections were obtained and mounted on
silanized slides. The slides were then deparaffinized and
rehydrated. For CD3 staining, the slides were immersed in a 10%
ammonium hydroxide solution for 10 minutes to remove
formaldehyde pigment, 3% hydrogen peroxide for 10 mimutes to
block endogenous peroxidase and in Tris-EDTA pH 9.0 for 30
minutes at 96°C to perform antigenic recovery. Slides were then
woled to room temperature for 20 minutes, and nonspecific
staining was subarquently blodoed by 5% bovine serum albumin
for 20 minutes. For DLK] staining, the slides were incubated with
20% ammonium hydroxide in 95% alcohol for 20 minutes, washed
in running tap water, followed by washing in distilled water.
Antigen recovery was performed by heating (115°C) in citrate
buffer (pH 60) for 20 minutes. Endogenous peroxidase was
blocked with 3% hydrogen peroxide in 3 incubations of 10
minutes, followed by washing with distilled water. Unspecific
staining blocking was performed with horse serum (species of the
secondary antibody) (Vector, 30022) for 15 minutes and washedin
PES, followed by permeabilization in PBS with 0.1% saponin for 5
minutes in 2 incubations. Afterwands, samples were incubated
overnight with either anti-CI¥ (1:300, ab16669, Abcam), rabbit
anti-DLE1 (1:1000, ab21682, Abcam) or anti-CD20 (1:200,
ab64088) primary antibodies, followed by incubation with the
secondary antibody conjugated HRP (ah205718, Abcam) for 30
minutes for CI3 and CD20 staining, or anti-rabbit IglG polymer
(Vector, 30026) for MK staining, Staining was developed using a
002% 33-diaminobenzidine solition for 5 minutes, followed by
nudei counterstaining in Harris hematoxylin (Sigma). Spleen
sections for CD3 staining were sanned a 300x magnification
using an Olympus V5110 virtual dide scanning system (Olympus
America Inc, United States). CD3 measurements were egimated in
the five larges WP megions in seven ses per gmup, without
overlapping areas. The boundaries of WP and PALS were
established according to previously described morphological
criteria (28, 29), and confirmed by staining for CD20 to visualie
bymphaid follicles in WP, Images of the three hotspot ameas of DLE1
staining were obtained at 400k magnification wsing Olympus BX53
camera in Image-Pro Phus softwane (V. 4.5, Media Cybernetics) and

ool density was estimated. The same spleen spedmens submitted to
transcriptome analysis were used for DLK 1 immunchistochemistry.
Unforunately, the spedmens of 30 dpi timepoint, had a stong
badkground that impaired the morphometric estimation. All
measurements were morphometrically estimated using Image]
software version 1.52 (National Institutes of Health, United States)
following the delimitation of each respoctive region of interest.
Additionally, the total area of CD3 staning was estimated in cach
compartment. [MEK] staining morphometry was estimated by two
ohservers and the mean between the measures was represented. The
means of cell density wene used for statistical analysis.

BNA Isolations

Spleen fragments collected from hamester dissection and hiopsied
humans were stored at -80°C and dissociated in Trizol
(Invitrogen). Total RMA isolation was performed using the
agueous phase of Trizol mixture followed by purification using
RMArasy extraction kit (Qiagen, Inc.) according to the
manufacturer’s protoool, including an extra step of DNA lysis
through the addition of DMNase. Total RNA purity was
determined by ManoDrop spectrophotometer (ThermoFischer)
and the concentration of the material was measured in Qubit
fluorimeter (Invitrogen). Total RMA integrity was evaluated on
an automatized electrophoresis Agilent Bioanalyzer 2100
(Agilent) with RNA 6000 Mano kit (Agilent). Samples were
considered of high quality when RMNA integrity number (RIN)>7.

Hamster Spleen Transcriptomics

Large-scale cxpression data was obtained to identify the
tmnscriptional response, inchiding differentially expressed genes,
between infected and non-infected animals in diferent time-points
(30, 60, 120 and 150 days). Additionally, L. infantum ENA counts
were also assessed. Once a total RNA was obtained that met the
purity, concentration and integrity criteria, a contaminant
depletion step (globins and ribosomal BNAs) was applied and the
resulting sample was converted into cDMNA and subjected
to MextSeq platform (lumina, Inc), according to the
mamifacturer's protocol. An average of 30,000,000 readings per
sample was expected. The sequendng was performed using paired-
end strategy with fragment libraryof size 275 bases usgng stranded
protocol Transcriptomic profiles from the experimental VL
samples were ohtained using three hiological replicas for each
group (control and infected) at each of the four timepoints
studied. The sample selection for transcriptomic anabysis was
based on the dizuption ofthe splenic WP throughout the follow-
up of the infection. The quality of reads was assessed by Fas()C
(v0.10.1) in each sample, followed by summarization of the reports
using Mubi}C (30). Golden hamster (Genome 1D 11998) or
Leishmania srfamtum (Genome D 249) reference genomes were
obtained from the MCBI Genome database and then aligned using
STAR (31). The number of reads per transcript were calaulated by
FeatureCounts, Gene annotation was pedormed and differential
expression (DE) was determined using data from the GEOQ
repository (MCEI). Differential expression analysis was conducted
using edgeR (32). Wald's test was performed using DESeq2 (25).
Functional analysis was carried out using Ingenuity Pathway Analbysis
(IPA]) snftware (Qiagen, Inc) considering a cut-off log fold change
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(FC) value of 2, false discovery rate (FDR) <005 and absolute zscore
of 22 (26). Unsupervised analysis was employed at each timepoint
for the evaluation of cnonical pathways and enrichment of
diseases and fimctions (Tables 51, 52). Enrichment analysis of
differentially expresmed genes was performed ovedapping networks
for each timepoint. To investigate transcripts asodated with spleen
morphology and WP organization, a supervised analysis was
performed with the addition of a panel of transcripts, followed by
an unsupervised network cxpansion to evaluate interaction
pathways rdated to splenic omganization.

Human Spleen Transcriptomics

Gene expression wasassayed usingnC ounter platform (NanoString
Technologies, Seattle, Washington), based on direct moleaular bar
oodes coupled to target BN A transaipts using digital detection at
the Genomics Core Leuven (VIB/KULeuven - Belgiuom). Two
probes were employed, one that captures the mRNA of interest
for the complementary sequence, while the other is connected toa
fluorescent barcode that identifies the target by specific
hybridization. The probes are mived with the genetic material
and transcipts of interest are identified by fluorescent harondes.
Samples from healthy spleen tissue were reanalyzed and obtained
from the GTEx project (323), which performed whole-transcriptome
profiling of multiple human tissues, including spleen. Three
samples were included for this analysis, and raw reads from
whaole-transcriptome profiling were obtained from the SRA
selector at httpe/ftrace nchi nlm nih. govi Traces/study/ ?acc=
phe000424. These samples were chosen based on their age and
gender profile similarity with our infected tissue human donors.
Gene annotation was performed wsing the biomaRt library for B
(34). Mapping of the raw readsagainst the human genome reference
(GRCh38) was performed using STAR (31) at default parameters,
and HT-seq count was used to assign and count mapped reads
to annotated genomic features (35) using GENCODE v 25
annotations. Manostring opresion was quantified by counting
the amount of mEN A identified in a single reaction. The present
study constructed a panel consisting of 9 genes for human analysis
(Table 53). Raw data were preprocessed using nSobeer 2.0 software
(MNanoString Technologies).

Statistical Analysis

The statistical analysis of transoriptomic data was performed as
described above. Absolute numbers, means, medians and
percentages are indicated in the text, tables and graphs.
Comparizons between control and infected groups were
performed wsing the t test or Mann-Whitney test as indicated.
To perform comparisons between control and infected groups at
each time point, ANOV A was used in combination with multiple
comparisons by the Kruskal-Wallis test. Statistical signifimnce
was considered when p<0.05.

RESULTS

Clinical Evaluation
The general characteristics of the animals are presented in
Table 1. All infected animals presented posittve spleen cubture

throughout all time points, and RNA copies aligned to
Leishmarnia infantum presented an increasing trend over time
of infection. Clinical signs of discase were present after 120 dpi in
two animals (one had a aust on the snout, and another
presented an ulcer in the oral region) and more intense in two
animals at 150 dpi (one had cachexia, irregular breathing,
dehydration, an ulcer in the oral region and plenral effusion;
another was emaciated and presented an uleer in the oral region).
Statistically signifiant differences in clinical presentation were
ohserved between the groups at 150 dpi (Table 1).

While weight was consistently lower in infected animals
compared to controls, significant differences were only seen at
30 and 150 dpi. Despite an absence of statistical significance,
differences were detected at 150 dpi in hematological parameters,
with decreasing trends ohserved in average red blood cells (REC)
counts, hemoglohin, hematoerit, RBEC mean corpusaular volume
(MCV) and white blood cdl (WBC) counts in the infected
animals. Upon neaopsy, splenomegaly was observed at 130
and 150 dpi (Table 2).

Histological Evaluation of Spleen
Chronic perisplenitis was observed in 4/7 infected animals at 150
dpi (Table 2). Smaller proportion of WP were seen in the
L. infantum-infected animals compared to controls after 60 dpi,
with statistically significant diffrrenoes observed between the
groups at 120 dpi. At 150 dpi, despite a persistent trend
towards decreased WP size in the L imfamtum-infected group,
controls aley presented less WP, possibly due to aging (Table 2).
The disruption of WP architecture was observed in 10 L
infantun-infeced hamsters, considered slight (Type 2) in 57
(71.4%) animals at 120 dpiand in 3/7 (42.8%) animals at 150 dpi,
and intense (type 3) in 2/7 (286%) hamsters at 150 dpi (Mann-
Whitney test, p=0.03) (Table 2 and Fignre 1). WP disruption was
assodated with germinal center atrophy in 3/7 (43%) infected
hamsters at 150 dpi (Table 2).

Exclusively in infected hamsters, small granulomas were
found at discrete (2/7, 29%) or moderate (27, 29%) intensity
at 120 and 150 dpi in both WP and RP (Table 2).

Transcriptomic Splenic Profiles

Based on the classifiation of WP organization, spleen tissues
from uninfected (n=12) and infeced (n=12) hamsters were
submitted to RNA-seq analysis. Owerall, the transcriptomic
profile revealed an increase in differentially expressed (DE)
transipts during the course of infection (Figure S1A): 1040
(30 dpi); 1813 (60 dpi); 5874 (120 dpi) and 6512 (150 dpi).
Principal component analysis pictures differential distributions
in accordance with infection status and duration (Figore S1B).
The distribution of groups along PC2 reflects some degree of
splenic disorganization, while organized spleens are distributed
along PC1 (Figure S1B). To investigate the functional effects
of smaller groups of genes, an adjusted false discovery ratio
(FDR) <005 and fold change (RC) of 2 were used to generate
consistently ecpressed interaction networks at each time point.
Under these parameters, only two transcripts were included in
the analysis at 30 dpi, reflecting a lack of significant alterations in
the histology of the spleen and the absence of clinical
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TABLE 1 | Bdiderca of nlsclion, dnical and [abaraioral data Form hamsters axparimentaly infsctad with L nfandourn.
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presentation at 30 dpi. However, at all remaining time points,
higher numbers of transcripts were included making it feasible to
build interaction networks. At 60 dpi, a set of overexpressed
genes were predicted as regulator effectors for the functions of
leukocyte trafficking and inflammatory process (Figore 2A). At
this timepoint, genes related to granulocyte recruitment were
also found to be overexpressed. At 120 dpi, the granulocyte
recruitment remained activated, with a greater number of genes
induded (Figure 2B). At this time point the quantity of ion metal
became altered, primarily stimulated by SPPI, CCLS, IFNy LEP
and CXCLI0. This effect was enriched to the last time point (150
dpi), revealing an increased number of assodated transcripts
(Fignre 2C). Systemic alterations as in hemorrhagic disease and
behavior were predicted in response to the set of transcripts
expressed at this stage of the mfection. Part of the differential
expression of transcripts involved in the funcional analysis was
shared between time points 60 and 120 dpi (Figore 2D and
between 120 and 150 dpi (Figare 2E), reflecting a kinetics in the
maolecular signature.

Transcriptomic Kinetics Processes

Given the importance of analyzing biological processes along the
course of infection, we overlapped transcripts identified as
differentially expressed onto enriched networks to eluddate koy

processes (Figmre 3). At 30 dpi, as only two differentially
expressed transcripts were identified after the functional
analysis (FDR<0.05, FC of 2), only Ddta Like Non-Canonical
Motch Ligand 1 - DLKI was observed to be differentially
expressed in common with the remaining timepoints. At 30
dpi, DLED was observed to be upregulated (Figure 3A, 30 dpi).
This expression pattern was reversed at 150 dpi (the latest stage
of infection), when the downregulation of DLETD occurred
(Fignre 3A, 150 dpi). We performed an antibody-based
validation of this transcript of DLE] in the splenic tissue at 60,
120 and 150 dpi (Figure 3B). Cells expressing DLEL were
distributed around perivascular area. The density of DLEL-
expressing cclls decreased at each timepoint (p=00002),
correlating with the decreasing expression of DIKT mBNA
found in the transcriptomic analysis (Fignre 3C) of the spleen
of Leishmania-nfected hamsters, With regard to gene oxpression
analysis by overlapping along infection, transcripts deemed
rdevant to VL, such as ARGI and D0, exhibited high
expression at 60, 120 and 150 dpi ( Figore 31).

T lymphocytes and Spleen Disorganization
Splenic T lymphocytes identified by CD3 staining were found on
decreasing trend in area percentages of PALS in infeced
hamsters from 60 dpi (Figures 44, B). Strikingly, when we
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TABLE 2 | Marphaogcal changes in fe spieens of Farmsiers experirmen lly inkeced with L infadum.
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performed an unsupervised enrichment of biological prooesses,
chemotaxis of T lymphocytes emerged with the highest score in
the dataset and consistently presented a pattern of differential
expression over the course of infection (Figure 4C). The
upregulation of the T lymphocyte chemotaxis pathway
observed at 60 dpi decreased to the next timepoint (120 dpi),
concomitant with decreases in PALS and WP areas. Impaired T
Iymphocyte chemotaxis persisted until 150 dpi and in association
with statistically significant lower PALS area, indicating a
potential transcriptomic mechanism linked to profound WP
disorganization at later stages of discase. Genes assodated with
T lymphocyte chemotaxis included SPP1, IL-21, CXCLY, [FN-¥,
CXCLI, CCL5, CCL24 and CXCL10, which exhibited
upregulation, as well as CCL21 and ILI12B which appeared
downregulated (Figure 400). Except for CCLI7 and CCL2] that
were not inchided in the nCounter target panel, all the transcripts
involved in T lymphocyte chemotaxis were validated in the
splenic transaiptome in human VL, of which induded two
organized (type 1) and one disorganized spleen (Type 3)
(Fignre 4D). Relevant corrdations between tissue expression of
CD3 and transcripts of the genes in the T lymphocyte
chemotaxis pathway were observed, indicating a genetic
regulation of splenic organization (Fignre 4E).

Cell Cycle Arrest and Spleen
Disorganization

In light of concurrent findings regarding impaired leukocyte
recruitment and the histological disruption of spleen
microenvironments, we then investigated expression patterns

among the following set of genes known to partidpate in spleen
compartment organization: CXCLI3, CXCRS, LTA, CCR7,
CCRG, CCLI9, CCL21, CXCLIZ and MKI67. To evaluate
transcripts associated with spleen morphology and WP
organization, we employed unsupervised network expansion to
evaluate interaction pathways related to the function of splenic
organization. After enrichment with 20 unknown connecing
transcripts, a network assodated with the regulation of spleen
disorganization was constructed While Cydin dependent kinase
inhibitor 2 A (CIEN2A ) was found to be upregulated at 150 dpi
[Figll.lESA:l. CXCLI3, CCRS, CCL1 9, CCRG, CCRZ and LTA were
downregulated, suggesting an inhibitory role played by
CDEN2A. Interestingly, in our unsupervised analysizs of
canonical pathways, the consistent upregulation of CIEN2A
indicated its involvement in the down-modulation of cell oyde

regulation (Figure 5B).

DISCUSSION

The present work employed an experimental model of L
infantum infection in hamsters to evaluate sequential changes
in spleen architecture during the course of VL. Hamsters are
known to develop severe chronic discase, with similar
clinicopathological changes that parallel those observed in
human and canine VL. Here we show that these changes take
place concurrently with the differential expression of regulatory
transcripts that may interfere with leukocyte recruitment and
could provoke cell oycle arrest. Our results suggest that DLK]
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150 dpi

FIGURE 1 | retdogical asdyss of sploens. Rep e photos of b spieens n control and infected groups (30-, 80-, 120- and 130 days post
niection—dg). H&E staning, 40x magnifcation, bar « 100 microme ks, Type | spleens am sam n dl ghalanicrographs, exoet for infected &l 120 dps (ype 2) and
niected at 150 dpi (ype 3. AP, red pupx MZ, margndd zone; LF, yrphad olide; GG, germing omier; P sedaterda lynphoid sheasth.
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and CDKN2A could both play central roles in the spleen
disorganization observed in severe forms of VL. The data
presented herein together with that previously published in the
literature expands the observations to a chronic phase of VL,
from 30 dpi to 150 dpi and enlighten about the possible pathways
leading ultimately to spleen disorganization (5, 13, 18-20, 27,

Infection by L. infantum Induced
Morphological Changes Leading to Spleen
Disorganization in Hamsters

Several experimental animal models of infection have been used
to study changes brought about by VL. In mice and hamsters,

Veress et al. (11) observed the hyperplasia of lymphoid follides
during the progression of disease (11). In BALB/c mice,
substantial tissue remodeling and changes in cell populations
were found following infection by L. infantum or L. donovani
(22, 27, 36, 38-40). However, the marked changes of the WP
observed by other authors at early stages of infection did not
progress to WP disruption at later stages of infection in mice (22,
27,36, 38-40). In contrast, hyperplasia folowed by atrophy and
white pulp disruption was observed at later timepoints in the
present experimental model involving hamsters. Veress et al
(22) observed complete WP disruption at around 120 days of
infection, accompanied by extensive RP replacement by amyloid
deposition (22). Herein, intense WP disruption was observed
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only at 150 dpi in the absence of amyloidosis. These differences
may be associated with the Leishmania strain and inoculum size
used in experimentation (38). Despite the sample size of seven
animals per group, and the fact that hamster modd is susceptible
to severe forms of VL, not all the infected animals developed
complete disruption of the WP during the time course of this
study. In fact, in canine and human VL not all the individuals
develop spleen disorganization, as reported by Veress et al (22)
and Santana et al. (6). Neverthdess, the L. infantum infection
successfully induced splenic disorganization in 5 out of 7 animals
at 120 dpi, and 3 out of 7 at 150 dpi. Further, 2 out of 7 animals

& 150 i (green Ine and dots). Ced densdity por s values wen apessad n kid dange (FC) fom control hamsiers. £
by ANA-saquencng &t 30, 80, 120 and 150 dioi (mANA, red ine and squams), and in heatmap represented by log2fC. Lnaw!hememdnevsm

“u statieticd dilirence of cel density FC betwem 80 dbi and 120 (p0.001) and **= stafisicd dflemnce of odl dnsity FC between 150 dgi (p«0.0005) ANOVA,
Tukey's muliple camparem test. #= FDA ko staistical sgnficance of DIXT raeop!l apession &t 30 and 150 dpi (padj«0.0001). Tes! for insar rend was
performed 1o ol derelly TC betwan §me pants, with statslicel signiicance for inssr reduction & each frmepont (p=0.0002). D) Exgression of ARGT and \D01
&l 30, 80, 120 and 150 dpi represanted n log2F C n heatnap, Patiem of @apmsson in hestrmagx blue = low; red « high; back « no dfersn &l exgression.
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had extensive disruption of the WP at 150 dpi. Our data indicate
more exacerbated clinical VL manifestations at later stages of
disease, as evidenced by weight loss, splenomegaly and a greater
frequency and intensity of clinical signs.

Transcript Expression Kinetics Uncovers
DLK1 Deregulation

The clinical and histological changes identified herein were found
to be correlated with different transcriptomic signatures in
accordance with the progresson of infection. A nomal resting
spleen presents with balanced expression of genes involved in the
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maintenande of splenic compartments Following infection, at 30
dpi, DLKT was found to be significantly differentially expressed
concomitant with the histological detection of lymphoid
hyperplasia Previous smdies have shown important events, such
as cell population losses or mobilization from the usual
environment between 14 and 30 days after experimental
infection in mice (8 12, 36). Along the course of the presnt
experimental infection model, we ohserved a progressive decrease
in LKT expression, with WP disruption taking place by 150 dpi.
Immunochistochemical staining for DLK1 corroborated the
transcript expresion and spleen disorganization. We chose an
antibody-based validation for this finding, to reflect its biological
rdevance in the protein synthesis. As we show herein, cells
expressing DLK] decreases in density in the spleen over the
course of infection. The DLKT gene is a member of a family of
growth factors that regulate cell differentiation, and is highly
expresed by CI344 hematopoietic cells (41). DLKD has also
been implicated in the differentiation of several cell types regulated
by the Motch gene family (42). The absence of DLE] expression in
DLKT" mice was shown to lead to decreased frequency of B cdls
in the lymphoid follicles, an increased presence of B cdls in the
MZand greater Igl1 production (37). We therefore speculate that
losses in follicular B cell populations, the acaumulation of
IgG-producing plasma cells in the RP and associated
hypergammaglobulinemia previously reported by other authors
may in fact be associated with alterations in DIK ] expression as
observed herein during the progression of infection (6, 13).
Downregulation of DLKT was reported in mice infected with L.

domovani at 21 and 42 days of infection (26). Although no
correlation with spleen remodeling was investigated, it was
shown that morphological changes in the spleen of mice
with VL take place as early as 14 dpi. However, the spleen
disorganization seems not to progress at later time points of the
infection (8, 12, 27, 39, 40), In sum, corrdations between
changes in DLK] expression and the remodding of splenic
microenvironments seem to suggest the partidpation of this
transcript in the regulation of B cel differentiation, likey leading
to WP disruption and possibly even the accomulation of plasma
cells in the RP.

Splenic Transcriptomic Signatures Are
Associated With Biological Functions of
Leukocyte Trafficking and Granulocyte
Recruitment

Transcriptomic processes involved in inflammatory response,
leukocyte migration, granulocyte recuitment and lymphocyte
chemotaxis were identified concomitantly with the detection of
granulomas at 60 dpi. The establishment of infection at this stage
could occur in response to the high expression of D00 and
ARG D0 is induced by IFNy and has been associated with the
polarization of M2 macophages in hamsters with VL (25). In
Leishmarnia infection, [D0] also shows a function of suppressing
innate immunity through regulatory stimulation of dendritic
cells, and adaptive through the generation of regulatory T
lymphocytes (43, 44). ARG] expression is induced in
macrophages by Leishmania, which competes with iNOS for
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arginine and produces nutrients that favor parasite survival, such
as urea, as well as decreasing the production of parasitotocic
nitric oxide (45). Altogether, these observations provide evidence
of an inflammatory prooess at 60 dpi, which likely induced the T
lymphocyte chemotaxis observed in the transcriptome at
this stage.

T lymphocyte chemotaxis is notably high between 30 and &0
dpi, and granulocytes recruitment is increased, associated with
differential expression of the genes presented in the Figores 2, 4.
Previous data from our group demonstrated that normal RP
cellularity becomes replaced by high numbers of plasma cells in
association with the elevated expression of BAFF, APRIL and
CXCLIZ (3, 13). In fact, it is possible that granulocyte
recruitment may be related to the presence of cosinophils in
the splenic compartment, which could supply factors promoting
the survival and maintenance of plasma cells at later times of
infection (46).

A significant downmodulation in lymphocyte chemotaxis
associated with the decreased expression of [L12b and CCL21
was identified at 120 dpi, which correlated with the observation
of moderate disorganization of splenic lymphoid tissue. Other
authors previously reported a highly inflammatory environment
in the spleen of hamsters infected by L. domovani (25). IL12b
expression is assodated with the polarization of a Thl response
against pathogens in the spleen, whereas CCL2] expression is
important for the retention of T lymphocytes in the periarteriolar
mone of WP (29, 47). Alterations in the expression of these
transcripts were corrdated with decreasing tissue expression of
CD3 in the PALS area, supporting a genetic regulation of splenic
placement of T lymphocoytes in the progression of the disease.
Besides providing a validation of the alteration on splenic T
lymphocytes found in the transcriptome at the cdlular level, we
further sought to provide insights on translation of the hamster
model to the human disease. Using the nCounter method for
decp-genome and multipleced profiling, the same molecular
signature was found in human VL. At 150 dpi we found
profound disorganization of the spleen and decreased
expression of transcripts involved in the organization of
splenic microenvironments. The reduction of PALS in splenic
tissue has been assodated with decreased expression of CCLIS
and CCRT, the ligand of both CCLI® and CCL2D (40, 48). We
also detected a progressive reduction in the expression of LT,
CXCL13 and its receptor, CXCRS, along the course of infection.
LT is produced by stromal cells and is involved in WP
formation during embryogenesis (29). In mice, the
development of VL was marked by decreased number of
stromal cels and impaired migration of dendritic cells within
spleen compartments, both associated with low expression of
CCLI9and CCL21 and attributed to a defective fundtion of CCR7
(48). In canine VL, despite the absence of alterations in CCLIS
and CCL2] expression, splenic disorganization was found to be
associated with a decreased frequency of CD3 T lymphooytes
(18), T lymphocyte apoptosis (19) and T cell exhaustion (20).
Moreover, a reduction in B cell density in lymphaoid follicles was
accom panied by a decreased (X CLI3 expression in dogs with VL
and disorganized spleens [18).

Transcriptomic Signature of Spleen
Disorganization Is Associated With Cell
Cycle Arrest

At the final stage of infection (150 dpi), the observed
differentially expressed transcripts formed a network of gene
regulation associated with spleen disorganization. When an
unsupervised network expansion involving these transcripts
was performed, a central link was identified with COKNZA
Throughout the kinetics of gene expression shown herein,
CIDEN2A expression was observed to change from reduced (30
dpi) to an increased state at all imepoints after 60 dpi, coinciding
with the development of an immunosuppressive environment in
the spleen that resulted in poor immune response ohserved
against L imfarmtum, and possibly other pathogens (49).
Correspondingly, the eopression of cytokines, chemolines and
receptors associated with disorganization (CXCLI3, CCRS
CCLIS, CCR6, CCRT and LTA) predicted regulatory function
by CDEN2A and was observed to significantly decline after 60
dpi. Immunohistochemistry staining corroborated the
impairment of T lymphocyte chemotaxis between 120 and 150
dpi, leading to a reduction in PALS arca, which may be
potentially associated with the downregulation of CIENZA-
related genes as shown at 150 dpi. These changes are reflected
on a tissue level, as evidenced by the fading of MZ, reduced PALS
area and lymphoid follicle atrophy.

CDKN2ZA is known to transcribe information used in the
production of proteins, such as pl6 (INE4A) and pl4 (ARF),
baoth involved in cell oycle inhibition in the G1 phase (50). This
transcripts also plays a role in cell senescence and is involved in
immune inflammatory events leading to type | disbetes and
atherosclerosis, in addition to being associated with
inflaimmatory bowel disease (51, 52). Taken together, the
associations reported herein suggest a regulatory role for
COENZA with respect to cytoldne-produdng cells. CDEN2A
was previously found upregulated in both hamster and mouse
experimental models of L donovani infection at earlier time
points in comparison to this study (25, 26). Importantly, this
transcript has been extensively investigated as a biomarker in
some types of cancer (50), and may also constitute an carly
marker of severe outcomes in VL.

The present work explores transiptional pathways involved
in leukocyte chemotaxis, cel oycle arrest and possible alterations
in B cell differentiation, in association with histological and
clinical changes during the course of VL. The differential gene
expression correlated with the phenotypical changes n the T
lymphocytes in the spleen, and a similar pattern of the ecpression
of transcripts involved in the spleen remodeing was found in
severe cases of human VL. The transariptome of human VL is,
however, limited due to the lack of paired controls. The
acquisition of healthy splenic tissue is diffiult, since this organ
iz not usually submitted to biopsy. In some cases it is obtained
from splenectomy due to trauma. We made use of the GTEx
database (33), which is wel established and used by many others.
Differential expression of DLK] and CDENZA emerging with
potential regulatory roles in spleen disorganization is novel in the
field and requires further investigations to confirm its relevance.
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Our results serve to affirm, on a transcriptomic and histological
level, the central role played by the spleen in the establishment of
infection and disease progression and stand in agreement with
previous phenomenological observations associating a severe
profile of VL with disorganization of the spleen.
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ANEXO A: Prospecto do anti-DLK1 disponibilizado pelo fabricante. Disponivel em:
<https://www.abcam.com/dlk-1-antibody-ab21682.html>. Acesso em: 22 junho. 2022

abcam

Product datasheet

Anti-DLK-1 antibody ab21682

5 Abreviews 27 References 1 Image

Overview

Product name Anti-DLK-1 antibody

Description Rabbit polyclonal to DLK-1

Host species Rabbit

Tested applications Suitable for: WB

Species reactivity Reacts with: Mouse
Predicted to work with: Rat, Cow, Human 4

Immunogen Syrthetic peptide corresponding to Human DLK-1 aa 350 to the C-terminus (C terminal)
conjugated to keyhole limpet haemocyanin.

(Peptide available as ab23442)

Positive control This antibody gave a positive signal in E18.5 Mouse Muscle Wild Type Tissue Lysate.

General notes The Life Science industry has been in the grips of a reproducibility crisis for a number of years.
Abcam is leading the way in addressing this with our range of recombinant monocional antibodies
and knockout edited cell lines for gold-standard validation. Please check that this product meets
your needs before purchasing.

If you have any questions, special requirements or concems, please sand us an inquiry and/or
contact our Support team ahead of purchase. Recommended alternatives for this product can be
found below, along with publications, customer reviews and Q8As

Properties

Form Liquid

Storage instructions

Storage buffer

Shipped at 4°C. Store at +4°C short term (1-2 weeks). Upon delivery aliquot. Store at -20°C or -
80°C. Avoid freeze / thaw cycle.
pH: 7.40

Preservative: 0.02% Sodium azde
Corstituent: PBS

Batches of this product that have a concentration < 1ma/mi may have BSA added as a stabilising
agent. If you would like information about the formuation of a specific lot, please contact our
scientific support team who will be happy 1o help.

Immunogen affinity purified
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Clonality Polyclonal

Isotype G

Applications

The Abpromise guarantee Our Abpromise guaraniae covers the use of ab21682 in the following tested applications.

The application notes include recommended starting dilutions; oplimal diluions/concantrafions should be determined by the end user.

Application Abreviews Notes

WEB 1/2000. Detects a band of approsimataly 45 48 kDa (predicted
molacular weight 41 kDa).
Abcam recommends using milk as the blocking agent. Abcam
walcames customer feadback and would appreciate any
comments regarding this product.

Target

Function May have a role in newoendocrine diferanfiation.

Tissue spacificity Found within the stromal cells in closa contact io the vascular structure of placantal villi, yolk sac,
fetal liver, adreral cortex and pancreas and in the beta cells of the islets of Langerhans in the adult
pancreas. Found also in some forms of newrcendocring lung tumor tissue.

Sequence similarities Contains 6 EGF-like domains.

Posttranslational M- and O-glycosylated.

maodifications

Cellular localization Mearmbrans.

Images

12 All lanes : Anti-DLK-1 antibody (ab21682) at 172000 dilution (5%
SRR Milk blocking])
1490 kD& -
100 kD2 - Lane 1 : E158.5 Mouse Muscla Wild Type Tissua Lysate
Lane 2 : E18.5 Mousa Muscle DLK1 Knockout Tisswe Lysate

75 MG =

Lysates/pratains at 5 pg per ane.
—
ELE

Secondary
All lanes : Goat polyclonal to Rabbit lgG - H&L - Pre-Adsorbed
(HRFP) at 1/5000 dilution

1T 08—

15000 — - G

Westem biot - Ant-DLK-1 antibody (she1882)
Developed using the ECL techrique.

Parformed under reducing conditions.
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Predicted band size: 41 kDa

Observed band size: 45 48 kDa

Additional bands at: 15 kDa (possible cleavage fragment), 55
kDa. We are unsure as to the idenfity of thase axtra bands.

Exposure time: 3 minutes

This blot was produced using an 8% Tris-ghcine gel under the Tris-
glycine buffer systam. The gal was run at 120V for 1 hour 15
minutes before being transfermed onfo a Nitrocellulose memibrane at
30V for 7O minutes. The membrans was then blocked for an howr
using 5% Milk before being incubated with ab21682 ovemight at
4"C._ Antibody binding was detected using an anfi-rabbit antibody
conjugated to HRP, and visuslised using ECL devalopmant solution
ab133408.

Abcam recommends using milk as the blocking agent. Abcam
walcomes customer feedback and would appreciate any comments
regarding this product and the data presented above.

Plaass notec Al producks are "FOR RESEARCH UISE DMLY, NOT FOR LISE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES™

Our Abpromise to you: Quality guaranteed and expert technical support

* Raplacement or refund for products not performing as stated on the datasheet
* Valid for 12 months from date of delivery
* Response o your inguiry within 24 hours

* We provide support in Chinesa, English, French, German, Japanese and Spanish
» Exensive mulli-meadia technical resources o help you
» We imestigate all quality concems fo ensune our products perform fo the highest standards.

i tha product does not perform as describad on this datasheet, we will offer a refund or replacement. For full details of the Abpromise,
please visit hitps2fwww.abcam.comiabpromise or contact our achnical leam.

Terms and conditions

+ Guarartes only valid for products bought direct from Abcam or one of our authorized distributors



