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Resumo

O LPG apresenta variagdes estruturais que sdo importantes para os diferentes estagios
de desenvolvimento do parasito. Nas formas prociclicas, o LPG de L. braziliensis (cepa
M2903), ndo apresenta cadeias laterais enquanto um a dois residuos de B-glicose podem
aparecer nas unidades repetitivas da forma metaciclica. O LPG de L. infantum (cepa BH46),
apresenta até trés cadeias laterais de glicoses nas unidades repetitivas da forma prociclica e
ainda ndo foi caracterizado nas formas metaciclicas. Esses polimorfismos nas unidades
repetitivas do LPG e seu papel na interagdo com o hospedeiro vertebrado e invertebrado ja
foram amplamente estudados, sobretudo, para as espécies do Velho Mundo. Entretanto, para a
maioria das espécies do Novo Mundo, o papel desses polimorfismos no perfil
imunopatolégico da doenca ¢ ainda desconhecido. Este projeto teve como objetivo avaliar o
estudo da interacdo entre os LPGs de duas espécies epidemiologicamente importantes no
Brasil e macréfagos murinos. Estas incluem L. braziliensis e L. infantum, responsaveis pela
forma cutanea e visceral, respectivamente.

Neste estudo, os macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, C57BL/6 e
C57BL/6 knock-out (TLR2 -/- e TLR4 -/-), foram primados com IFN-y e estimulados com
LPG de ambas as espécies. A producao de citocinas (IL-18, IL-2; IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40,
IFN-y e TNF-0) foi determinada por citometria de fluxo e a concentracdo de nitrito pelo
método de Griess. A ativacdo de ERK e p38 foi avaliada por Western blot. Os macréfagos
estimulados com LPG de L. braziliensis, apresentaram uma maior producao de TNF-a, IL-1p,
IL-6 e NO em comparagdo aos estimulados com LPG de L. infantum. Também foi observada
uma cinética de ativacdo diferencial das MAPK entre os LPGs. Leishmania infantum
apresentou uma ativagdo constante até 45 minutos ap6s estimulacdo, enquanto L. braziliensis
apresentou um unico pico de ativacdo apoés 15 minutos. Estes dados sugerem que variagdes
interespecificas no LPG de Leishmania podem ter um papel importante nos eventos iniciais

do compartimento imune inato do hospedeiro.
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Abstract

The structural variations observed on LPG are important for the different parasite
developmental stages. The procyclic form of L. braziliensis LPG (strain M2903), is devoid of
side chains, while one to two B-glucose side chains are added in the repeat units of the
metacyclic LPG. The L. infantum LPG has with up to 3 glucoses residues in the repeat units
in the procyclic parasites, while those structures are not known in the metacyclic stage. Those
polymorphisms in the composition and sequence of the sugars branching off the repeat units
of the LPG have been assessed in the interaction with vertebrate and invertebrate hosts,
especially for the Old World Leishmania species. However, for most of New World species of
Leishmania, the role of those polymorphisms in the immunopathology of the disease is still
unknown. This study aimed to evaluate the interaction between the LPGs of two
epidemiologically important Brazilian species and murine macrophages. Those include L.
braziliensis and L. infantum, causative agents of cutaneous and visceral leishmaniasis,
respectivelly.

Mice peritoneal macrophages from BALB/c, C57BL/6, and C57BL/6 knock-out
(TLR2 -/- e TLR4 -/-) lineages were primed with IFN-y and stimulated with LPG from both
species. Cytokine production (IL-1f, IL-2; IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IFN-y and TNF-a)
and nitrite concentration were determined by flow cytometry and Griess reaction,
respectivelly. Western blot was performed to evaluate the activation of the MAPKs ERK and
p38. Macrophages stimulated with L. braziliensis LPG, had a higher TNF-a, IL-1, IL-6 e NO
production than those stimulated with L. infantum’s. A different MAPK activation kinetics
between the two species was detected. Leishmania infantum LPG exhibited a gradual
activation profile until 45 min after stimulation, whereas L. braziliensis LPG showed an
activation peak at 15 min. These data suggest that interpecies variations in Leishmania LPG

may have an important role during initial steps of infection in the host’s innate imune system.

XV



1 Introducio

As Leishmanioses sdo causadas por protozodrios do género Leishmania, sendo
responsavel por um espectro de manifestagcdes clinicas incluindo formas cutineas (LC),
cutaneo-mucosa (LCM) e visceral (LV). No Brasil, a LMC e a LV sdo causadas pelas
espécies L. braziliensis e L. infantum, respectivamente. As leishmanioses sdo doengas
negligenciadas frequentemente relacionadas a pobreza e conflitos sociais. Possuem ampla
distribuicdo mundial e estima-se que 350 milhdes de pessoas vivem em areas de risco tanto no
Novo quanto no Velho Mundo. Embora essencialmente rurais, as leishmanioses se encontram
em franca expansdo atingindo os grandes centros urbanos. As dificuldades no controle de
reservatorios e vetores, a ineficacia dos tratamentos devido a cepas resistentes e a inexisténcia
de vacinas humanas sdo alguns dos fatores que contribuem para sua expansao.

Estudos que auxiliem a compreensdo dos mecanismos de interacdo de Leishmania
com seus hospedeiros constituem uma ferramenta importante no entendimento da biologia
deste parasito. Desta forma, a variabilidade genética em Leishmania tem sido alvo de um
grande nimero de estudos que buscam identificar marcadores de viruléncia e correlaciona-los
com a imunopatologia da doenga. Um fator de viruléncia importante, o lipofosfoglicano
(LPG), ¢ o glicoconjugado majoritario da superficie de Leishmania. Durante o processo de
interacdo parasito-hospedeiro, esta molécula desempenha um papel crucial na sobrevivéncia
do parasito. Ele estd envolvido no estabelecimento da infeccdo em macrofagos, na
manipulacdo das vias de sinalizagdo, na modulacdo da produ¢do de citocinas e 6xido nitrico,
na prote¢do contra destruicdo pelo complemento, dentre outras. Estudos prévios de nosso
grupo demonstraram que as estruturas dos LPGs de L. infantum e L. braziliensis apresentam
diferengas importantes quanto a presenga/auséncia de residuos de glicose nas unidades
repetitivas.

Nas formas prociclicas de L. braziliensis, o LPG ndo apresenta cadeias laterais em
suas unidades repetitivas, enquanto podem ser observados de um a dois residuos de B-glicose
na forma metaciclica. O LPG de L. infantum, ainda ndo completamente caracterizado na
forma metaciclica, apresenta cadeias laterais com até trés glicoses nas unidades repetitivas das
formas prociclicas (Figura 5). Esses polimorfismos nas unidades repetitivas do LPG e seu
papel na interacdo com os hospedeiros vertebrado e invertebrado ja foram amplamente
estudados nas espécies de Leishmania do Velho Mundo. Entretanto, para as espécies do Novo
Mundo, ndo se sabe o real papel desses polimorfismos, e se essas diferengas, na estrutura e
distribuicdo do LPG, sdo apenas importantes nos diferentes estdgios de desenvolvimento da

Leishmania ou podem também refletir o perfil imunopatoldégico da doenga.



Como parte de um amplo projeto que tem como objetivo o estudo da Glicobiologia de
espécies de Leishmania do Novo Mundo, este trabalho avaliou a intera¢ao entre macréfagos e
LPGs de L. braziliensis e L. infantum, espécies responsaveis pelas formas cutinea e visceral,

respectivamente.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo geral

Avaliar alguns aspectos da imunidade inata na interacdo entre os LPGs de L.

braziliensis e L. infantum e macréfagos murinos.
2.2 Objetivos especificos
Avaliar a produgao diferencial de 6xido nitrico e citocinas (IL-18, IL-2; IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12p40, IFN-y e TNF-a) em macrofagos murinos de diferentes linhagens estimulados

por LPGs das duas espécies.

Avaliar as MAP cinases ERK1/2 e SAPK-2/p38 em macréfagos murinos de

camundongos BALB/c apds estimulacdo com LPGs das duas espécies.

Avaliar se receptores do tipo toll 2 e 4 sdo reconhecidos por LPGs das duas espécies

-18 -



3 Revisao de literatura

3.1 As Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae (ordem:
Kinetoplastida) do género Leishmania. Elas sdo doengas negligenciadas, estando em 6° lugar
segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2010). Estima-se que 14 milhdes de
pessoas estejam infectadas. A cada ano, a incidéncia de novos casos para a LV ¢ de cerca de
500 mil, enquanto que para LC este numero possa chegar a 1,5 milhdo de casos. Entretanto,
estes nimeros podem estar subestimados, uma vez que as leishmanioses sao obrigatoriamente
notificadas somente em 33 dos 88 paises onde elas ocorrem. Cerca de 350 milhdes de pessoas
vivem em dreas risco no Novo e no Velho Mundo (Desjeux, 2004).

Os parasitos do género Leishmania infectam varios mamiferos silvestres ou
domésticos. No homem, as leishmanioses sdo causadas por aproximadamente 21 espécies
sendo transmitidas no Novo e Velho Mundo por flebotomos dos géneros Lutzomyia e
Phlebotomus (Psychodidae, Phlebotominae), respectivamente (Herwaldt, 1999). Até o
momento, aproximadamente 1000 espécies de flebotomineos ja foram descritas, ¢ dessas, 30
sdo vetores comprovados ou suspeitos na transmissao do parasito (Desjeux, 2004).

As leishmanioses englobam um espectro de manifestagcdes clinicas dependendo da
espécie, regido, estado imunolodgico e genético do individuo (Carvalho et al., 2005). Elas sao
classificadas em leishmaniose cutdnea (LC), cutaneo-mucosa (LCM) e visceral (LV)
(Cunningham, 2002). A LC no Velho Mundo ¢ causada por L. infantum, Leishmania tropica,
Leishmania major, Leishmania aethiopica e Leishmania donovani. No Novo Mundo, esta
forma ¢ causada por espécies dos subgéneros Leishmania e Viannia. As primeiras incluem
Leishmania (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, L. (L.) venezuelensis e L. (L.) garnhami. As
espécies do subgénero Viannia sdo L. (V.) braziliensis, Leishmania (V.) panamensis,
Leishmania. (V.) guyanensis, Leishmania (V.) peruviana, Leishmania (V.) lainsoni e
Leishmania (V.) colombiensis (Reithinger et al., 2007). Neste estudo, abordaremos
especificamente as espécies L. (L.) infantum e L. (V.) braziliensis, causadoras de LV e
LC/LCM, respectivamente.

A LV ¢ endémica em aproximadamente 72 paises (WHO, 2010), sendo uma das
formas mais graves podendo levar a oObito se ndo tratada. Os agentes etiologicos sdo L.
donovani (Asia e Africa) e L. infantum (Asia, Europa, Africa e Américas). Nas Américas e
principalmente no Brasil, a LV apresenta ampla distribuicdo, coincidente com a ocorréncia de
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seu vetor (Lainson e Rangel, 2005). Esta forma, em geral, é assintomadtica ou subclinica,
podendo seguir curso agudo, subagudo ou cronico. Na sindrome Kalazar classica os sinais e
sintomas sdo febre, hepato-esplenomegalia, pancitopenia, anemia, trombocitopenia,
leucopenia com neutropenia, eosinopenia, linfocitos, monocitose e hipergamaglobulinemia
(Herwaldt, 1999). Os caes sdo os principais reservatorios domésticos, enquanto raposas €
marsupiais constituem os reservatorios silvestres (Grimaldi et al., 1989; Sherlock et al.,
1984). A LV, inicialmente rural, tem-se urbanizado como resultado da adaptacdo do vetor,
degradagdo ambiental e movimentos migratorios (Barata et al., 2005; Werneck, 2008). No
Brasil, este vetor ¢ a Lutzomyia longipalpis, que possui alta antropofilia e capacidade de se
adaptar aos ambientes domésticos e peri-domésticos (Lainson e Rangel, 2005).

As formas tegumentares causadas por L. braziliensis incluem a LC e a LCM. A LC
pode ocorrer em qualquer parte do corpo, mas geralmente ¢ originada no local da inoculagao.
Apresenta-se como uma lesdo uniforme, iniciada como uma papula avermelhada.
Posteriormente, evolui para uma ulcera com bordas bem demarcadas, podendo aparecer
semanas, meses ou anos apds a infec¢do (Herwaldt, 1999; Ashford, 2000). A LCM ocorre
apenas no Novo Mundo sendo causada por L. braziliensis e L. panamensis. Casos da doenca
jé& foram observados na Bolivia, Brasil e Peru, causando intenso dano das mucosas oral, nasal,
laringea e faringea, com conseqiientes lesdoes desfigurantes (Herwald, 1999). Curas
espontaneas sdo incomuns para essa forma da doenga e infecgdes bacterianas secundarias
estdo frequentemente associadas, sendo a causa mais comum de 6bito. (WHO, 2010). No
Brazil, Lutzomyia whitmani e Lutzomyia intermedia sdo os principais vetores de L.

braziliensis (Grimaldi e Tesh, 1993).

3.2 Ciclo bioldgico

Durante seu ciclo de vida, o parasito possui dois estidgios de desenvolvimento: as
formas amastigotas intracelulares, que sao ovodides, imoveis e sem flagelo aparente,
encontrada em fagocitos mononucleares no hospedeiro vertebrado e as formas promastigotas,
que sdo alongadas, flageladas e moveis encontradas no intestino do vetor (Kaye e Scott,
2011).

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, a fémea do flebotomineo ingere
macrofagos/mondcitos contendo as formas amastigotas do parasito. No intestino médio, estas
se diferenciam em promastigotas prociclicas que se dividem e aderem ao epitélio intestinal,
evitando sua eliminagdo com o bolo alimentar. Apds o processo de metaciclogénese, as
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promastigotas se desprendem do epitélio e migram em dire¢do ao intestino anterior se
diferenciando em promastigotas metaciclicas. Em um novo repasto sanguineo, estas formas
sdo inoculadas no hospedeiro, sendo fagocitadas pelos macréfagos, diretamente ou apos a
infeccdo de neutrdfilos (van Zandberg et al., 2004; Peters et al., 2008; Rogers et al., 2009).
Ap6s a fagocitose, os parasitos sdo internalizados em um vacuolo e se diferenciam em formas
amastigotas, sendo capazes de inibir os mecanismos microbicidas da célula (Descoteaux e
Turco, 1999). Estas se multiplicam continuamente, até o rompimento do macrofago e
liberacdo dos parasitos que poderdo infectar outras células ou serem ingeridos pelo vetor

(Reithinger et al., 2007) (Figura 1).
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Figura 1: Representagao do ciclo de vida de Leishmania spp.(Adaptado de Assis et al., 2012a).

Durante seu ciclo os parasitos encontram condi¢des adversas ao seu desenvolvimento
tanto no vetor quanto no hospedeiro vertebrado, desenvolvendo diversos mecanismos de
escape, como por exemplo, os glicoconjugados. Estes podem estar ancorados & membrana ou
serem secretados (Sacks e Kamhawi, 2001; Turco, 2003). A participacdo destas moléculas,
especialmente os lipofosfoglicanos (LPGs), na sobrevivéncia do parasito no hospedeiro

vertebrado serd discutida mais a diante, sendo o foco principal desse trabalho.
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3.3 Aspectos imunoldgicos das Leishmanioses

De uma forma geral, o controle da Leishmania no hospedeiro humano envolve tanto
uma resposta imune inata quanto adaptativa. O balanco inicial de uma resposta celular
eficiente pode direcionar para uma melhor imunidade adquirida e, consequentemente diminuir
a gravidade dos eventos imunopatoldgicos (Gazzinelli et al.,2004). No caso de L. major, €
bem conhecido o perfil de resisténcia (Thl) e susceptibilidade (Th2) envolvendo células T
auxiliares (CD4+), desenvolvido no modelo de infeccdo experimental de camundongos
BALB/c e C57BL/6 (Sacks e Noben-Trauth, 2002).

Os macréofagos sao células imunes efetoras essenciais na resposta imune contra a
Leishmania. Dependendo do contexto e do microambiente de citocinas ao qual sdo expostas,
essas células podem diferenciar em sub-populagdes distintas, refletindo as vias cléassica e
alternativa de ativagdo, que agem de forma oposta, mas com papéis imunologicos
complementares (Holzmuller ef al., 2006). Aqueles ativados pela via cléssica (tipo 1), sdo
determinantes durante a resposta do tipo Thl. As células natural killer (NK) e Thl, em
resposta a produgdo de IL-12, produzem Interferon-y (IFN-y) que atua como primeiro
estimulo para a ativagdo dos macréfagos (Mosser e Edwards, 2008). O desenvolvimento de
uma resposta imune celular capaz de controlar a infeccdo por Leishmania € criticamente
dependente de IFN-y, o qual aumenta a resposta microbicida dos macrofagos principalmente
atraves da inducdo da sintese de NO (Mosser e Edwards, 2008). Além do IFN-y, a IL-12 ¢
também crucial na infec¢do por Leishmania (Watford et al., 2004). Ela ¢ um heterodimero
composto de duas subunidades (p35 e p40) sendo primariamente produzida por células
dendriticas e macrofagos (Trinchieri et al., 2003). Além disso, o fator de necrose tumoral-a
(TNF-a), € outro produto importante dos monocitos/macrofagos neste processo. Esta citocina
desempenha um papel central no inicio e na regulacdo da cascata de citocinas durante a
resposta inflamatoria, e ainda estd envolvida em eventos locais e sistémicos durante a

inflamac¢ao (Makhatadze, 1998).
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3.4 O compartimento imune inato

Durante os eventos iniciais da resposta imune inata, o reconhecimento de padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) por receptores do tipo Toll (TLR) sdo
importantes para a indu¢do de TNF-o que age de forma autdcrina estimulando a célula.
Assim, em resposta a presenca de IFN-y, em combinacdo com TNF-a, essas células se tornam
células efetoras com alta capacidade microbicida (Gazzinelli et al., 2004). Esses macrofagos
secretam citocinas pro-inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-23 e IL-12, produzem niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio e apresentam alta expressdo de Oxido nitrico
sintetase (iINOS) (Mosser e Edwards, 2008).

Do que foi exposto, ¢ importante salientar que a polarizagdo de uma resposta Thl ou
Th2 sera dependente do balango de citocinas geradas e da espécie de Leishmania, que nem
sempre segue o padrdo definido para L. major, principalmente em parasitos do Novo Mundo
como L. infantum e L. braziliensis onde um perfil misto de resposta pode ser observado em
varias formas da doenca (WHO, 2010). Entretanto, um aspecto ainda desconhecido é como
moléculas de superficie destas espécies podem ativar a resposta imune inata.

Os TLRs s3o expressos em células do sistema imune, como macrofagos, células
dendriticas, células B e NK, sendo importantes componentes da resposta imune inata do
hospedeiro (Medzhitov e Janeway, 1997; Muzio ¢ Mantovani, 2000). Eles sdo proteinas
transmembrana que contém varios dominios: um extracelular formado de unidades repetitivas
ricas em leucina, outro citoplasmatico homologo a do receptor de IL-1, conhecido como
dominio do receptor Toll/IL-1 (TIR), importante na via de sinalizacdo (Janeway e Medzhitov,
2002).

Ja sdo conhecidos 13 TLRs em camundongos ¢ 11 TLRs em humanos, sendo
especificos para PAMPs distintos e produzem diferentes respostas (Carpenter e O’Neill, 2007;
Kawai e Akira, 2006). O primeiro TLR identificado foi o TLR4, envolvido no
reconhecimento do lipopolissacarideo (LPS) das bactérias gram-negativas (Poltorak et al.,
1998). Subsequentemente, a especificidade de reconhecimento de outros tipos de TLRs para
os diversos PAMPs foi identificada. De uma forma geral, TLR1, -2, -4, -6 e -10 reconhecem
lipideos. TLR2, em dimerizagdo com TLR1 e TLR6, reconhecem triacil lipopeptideos e diacil
lipopeptideos, respectivamente. Essa diversidade no reconhecimento de TLR2 ¢ resultado da
heterodimerizacdo com TLR1 ou TLR6 e/ou moléculas acessoérias, como CDI14 ¢ CD36
(Ozinsky et al., 2000; Iwaki et al., 2005; Hoebe et al., 2005). TLR3 reconhece fitas duplas de
RNA, que sao produzidas por muitos virus durante a replicacdo. TLR7 reconhece fragmentos
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sintéticos de moléculas tipo imidazoquinolina, andlogos de guanosina e fita simples de RNA.
TLR8 participa do reconhecimento de imidazoquinolinas e fita simples de RNA. TLR9
reconhece motivos CpG de DNA bacteriano e viral (Miggin e O’Neill, 2006). TLRS
reconhecem flagelinas e 0 TLR11 humano reconhece o uropatogeno Escherichia coli (Zhang
et al., 2004). Por outro lado, o TLR11 murino reconhece uma proteina tipo-profilina, ligante
de actina presente em protozodrios (Yarovinsky et al., 2005; Lauw et al., 2005). Em relagdo a
infeccdo por Leishmania, TLR2, TLR3, TLR4 e TLRO9 foram identificados como receptores
importantes (revisado por Tuon et al., 2008) principalmente em espécies do Velho Mundo (de
Veer et al., 2003; Becker et al., 2003). Entretanto, ainda ndo sabemos quais TLRs seriam
reconhecidos pelo LPG de espécies do Novo Mundo, como L. infantum e L. braziliensis.

Ap6s o reconhecimento dos PAMPs, ocorre a ativagdo de uma cascata de sinalizagdes
intracelulares, que culmina com a inducdo de citocinas. Esses eventos ocorrem pela formagao
de complexos de proteinas entre os TLRs e os receptores proximais citoplasmaticos TIR,
juntamente com moléculas adaptadoras. Em geral, as vias majoritarias ativadas por TLRs
compreendem a via IkB(IKK), proteinas ativadas por mitogenos-MAPK e a via PI3K/Akt.
Essas vias de sinalizacdo regulam o balango entre a viabilidade e a inflamagao celular, sendo
direcionadas pelo recrutamento da proteina adaptadora ao dominio intracelular dos TLRs

(Akira e Takeda, 2004) (Figura 2).
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Figura 2: Vias de sinalizacdo dos receptores do tipo Toll. Os TLRs reconhecem padrdes especificos dos
componentes microbianos levando a ativagdo sequencial de MyD88 e TRIF. MyD88 ¢ um adaptador essencial
para a resposta inflamatéria. MyD88 se liga ao dominio TIR do receptor e fosforila IRAK4, que fosforila
IRAKI. IRAKI fosforila TRAF6 levando a ubiquitinizagdo do complexo TAK. Ativagao das vias IKK (NF-kB),
JNK e p38 leva a produgdo de citocinias inflamatdrias (Figura adaptada de Krishnan et al., 2007).

O dominio TIR pode estar ligado a cinco moléculas adaptadoras: o fator adaptador de
diferenciagdo mieloide 88 (MyD88), MAL (adaptador MyD88-similar), TIRAP (proteina
adaptadora contendo o dominio TIR), TRIF (adaptador contendo o dominio TIR induzindo
Interferon-a), TRAM (molécula adaptadora relacionada ao TRIF) e SARM (proteina
contendo SAM e ARM) (O’Neill et al., 2003). A sinalizagdo via MyD88 ¢ umas das mais
estudadas e esta envolvida na ativagdo de NF-kB por todos os TLRs, exceto TLR3. A
ativacdo de TLRs, por um PAMP, recruta o fator adaptador MyD88 do dominio TIR
(Medzhitov, 1998). Em seguida, uma série de eventos intracelulares culminando com a
degradacao de IxB, permite a translocacao de NF-kB para o nucleo, resultando na produgao
de citocinas pro-inflamatorias (Kawai e Akira, 2006). Essa via ¢ conhecida como MyD88-
dependente e seu papel j4 foi demonstrado em infecgdes bacterianas e por Leishmania.
Camundongos deficientes em MyD88 foram ineficazes em montar uma resposta inflamatéria
contra LPS, peptideoglicanos, lipoproteinas e motivos CpG (Takeuchi et al., 2000; Kawai et
al., 1999; Hacker et al., 2000; Schnare et al., 2000). Em adicdo, esses camundongos foram
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resistentes ao choque induzido por flagelinas (Hayashi et al., 2001). Em Leishmania, a
expressao de IL-1a foi substancialmente diminuida em animais deficientes em MyD88 (Hawn
et al., 2002). Em outro trabalho, camundongos C57BL/6 se tornaram susceptiveis a infec¢ao
em conseqiiéncia do aumento de IL-4 e diminui¢do de IFN-y, e IL-12p40 (Muraille et al,
2003). Esses resultados demonstraram o papel destes componentes durante a resposta imune

inata.

3.5 O compartimento imune inato e Leishmania

Virios estudos tém demonstraram a participagdo de TLR4 e TLR9 na infec¢do por
Leishmania (Tuon et al., 2008) e TLR2 no reconhecimento do LPG de Leishmania em células
NK e macréfagos (Becker ef al. 2003, de Veer et al., 2003). E possivel que essa interagdo
com TLRs em macréfagos, module func¢des importantes garantindo a sobrevivéncia do
parasito. O silenciamento da expressdo de TLR2, TLR3, IRAK-1 e MyD88 revelou o seu
envolvimento na produg¢do de NO ¢ TNF-a por macréfagos em resposta a infeccdo por L.
donovani (Flandin et al., 2006). Outro estudo mostrou que camundongos TLR4 (-/-) tiveram
menor resisténcia a infec¢ao por L. major (Kropf et al., 2004). Em infec¢des por L. donovani,
foi demonstrado que o parasito inibiu a producdo de IL-12p40 via TLR2 e TLR4 em
macrofagos. Isto também resultou num aumento da produgdo de IL-10 através da supressao
da fosforilacdo de p38 e ativagdo de ERK (Chandra e Naik, 2008). Porém, muitos destes
mecanismos ainda sdo desconhecidos em espécies do Novo Mundo. Trabalhos recentes com
L. braziliensis demonstraram que apesar da importancia de MyD88 no reconhecimento in
vitro e in vivo do parasito, o TLR2 apresentou um papel modulatorio nas respostas imunes em
células dendriticas (Vargas-Inchaustegui et al., 2009).

As multiplas vias de sinalizagdo das MAPK estdo presentes em todas as células dos
eucariotos. Essas vias regulam de forma coordenada diversas atividades celulares, como
expressao génica, mitose, metabolismo e motilidade, sobrevivéncia, apoptose ¢ diferenciacao
celular. Até hoje, cinco grupos distintos de MAPKs foram caracterizados em mamiferos:
cinases reguladas por sinal extracelular (ERKs) 1 e 2 (ERK1/2), c-Jun amino-terminal cinases
(JNKs) 1, 2, e 3, p38 isoformas a, B, v, ¢ 8, ERKs 3 e 4, e ERKS (revisado por Kyriakis e
Avruch, 2001; Chen et al., 2001). O grupo das MAP cinases mais estudados nos vertebrados
sdo as cinases ERK, JNK, p38. As MAPKs podem ser ativadas por uma variedade de
estimulos. Em geral, ERK-1 ¢ ERK-2 sdo preferencialmente ativadas em resposta fatores de

crescimento, enquanto JNK e p38 sdo mais responsivas ao estresse celular (choque osmotico a
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radiagdo ionizante) e estimulagdo por citocinas (Pearson et al., 2001). A inibicdo das MAPKs
em infecgdes por Leishmania foi inicialmente descrita em amastigotas de L. amazonensis,
demonstrando uma rapida alteracdo na fosforilacao de ERK em resposta a LPS (Martiny et
al., 1999). Em um segundo trabalho utilizando amastigotas de L. donovani foi demonstrado
que a inativagdo de ERK foi acompanhada pela inibicdo do fator transcricional Elk-1 e
inibicdo da expressao de c-fos (Nandan et al, 1999). Estudos utilizando promastigotas e
fosfoglicanos (PGs) sintéticos de Leishmania demonstraram que estas moléculas sdo capazes
de interferir na producao de IL-12 e de NO em macrdfagos pela via da cinase ERK (Feng et
al., 1999). Em relagdo a p38, células infectadas por L. major modularam negativamente a
producdo de NO por esta via (Awasthi et al., 2003). Inameros outros trabalhos tém
demonstrado que as MAPKs tém sua ativagdo inibida em macrdéfagos infectados com
Leishmania, onde a inibi¢ao de suas fosforilagdes resulta em baixa expressdo de IL-12 e iNOS
(Ajizian et al, 1999; Salmon et al., 2001). Mais recentemente, Balaraman et al. (2005)
demonstraram que o LPG de L. donovani estimula a ativagdo simultanea das cinases ERKs,
JNK e p38, em células J774; contudo, com cinética diferenciada. ERK e p38 sado
aparentemente necessarias para a ativacdo de AP-1, producdo de IL-12 e indu¢do de NO
nestas células. Entretanto, o papel dos LPGs de espécies do Novo Mundo nestas vias ainda

sdo desconhecidos.
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3.6 Glicobiologia de Leishmania

Durante os fendmenos de interagdo anteriormente descritos, o papel dos
glicoconjugados de Leishmania ¢ crucial para a sobrevivéncia contra condi¢gdes extremamente
adversas em seu ciclo de vida (Assis et al., 2012b). Estes sdo determinantes na interagdo com
o hospedeiro vertebrado e invertebrado, uma vez que mutantes para estas moléculas nao sao
capazes de sobreviver em seus respectivos hospedeiros (Butcher et al, 1996). Os
glicoconjugados de superficie incluem o lipofosfoglicano, os glicoinositolfosfolipides
(GIPLs) e as proteases de superficie (GP63) que sdo ancorados por glicosilfosfatidilinositol
(GPI). Além disso, os glicoconjugados podem ser secretados sob a forma de fosfatases acidas

(SAP), fosfoglicanos (PGs) e proteofosfoglicanos (PPGs) (Turco, 2003) (Figura 3).
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Figura 3: Representacio esquematica dos glicoconjugados de Leishmania. LPG = lipofosfoglicano, GIPLs =
glicosilinositolfosfolipide, GPI=glicosilfosfatidilinositol, PG = fosfoglicano, PPG = proteofosfoglicano, SAP =
fosfatase acida secretada. (Adaptada de Turco, 2003).

Dentre os glicoconjugados de Leishmania, os LPGs sdo os mais estudados, sendo
expressos predominantemente nas formas promastigotas e ausentes nas formas amastigotas
(McConville e Blackwell, 1991). O LPG ¢ um fator de viruléncia multifuncional tendo
importancia na interagdo com os hospedeiros vertebrado e invertebrado. Suas principais
funcdes incluem: adesdo e especificidade ao intestino médio do inseto vetor e resisténcia a
acdo de enzimas digestivas (revisado por Sacks & Kamhawi, 2001), resisténcia a destrui¢ao
pelo complemento (Brittingham e Mosser, 1996), inibicdo do processo de maturacdo do
fagossomo (Dermine et al., 2000), modulagdo da producdo de IL-1, IL-1pB, IL-12 e NO
(Frankenburg et al., 1990; Hatzigeorgiou et al., 1996, Proudfoot et al., 1996; Piedrafita et al.,
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1999), inibicdo da proteina cinase C- PKC (Giorgione e Turco, 1996), agonista de TLR2
(Becker et al. 2003, de Veer et al., 2003), indugdo de redes extracelulares de neutrofilos
(Guimaraes-Costa et al., 2009) e indugdo de PKR (Vivarini et al., 2011).

O LPG forma um glicocalice denso, recobrindo toda superficie do parasito incluindo o
flagelo (Turco e Descoteaux, 1992), sendo estruturalmente composto por 4 dominios: (I), uma
ancora de 1-0-alquil-2-/iso-fosfatidilinositol (PI); (II), uma porcao central composta por um
heptassacarideo Gal(al-6)Gal(al-3)Gald1-3)[Glc(al)-POs]Man(al,3)Man (al,4)-GleN(al);
(IIT), uma regido de repeti¢des de dissacarideos fosforilados Gal(f1,4)Man (al)- PO4 e (IV),

um oligossacarideo neutro terminal do tipo “cap” (Descoteaux e Turco, 1999) (Figura 4).
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Figura 4: Representacio esquematica da estrutura do LPG. Bioquimicamente ¢ composto por 4 dominios: I)
uma ancora de 1-0-alquil-2-/iso-fosfatidilinositol (PI), (II) uma porg¢do central composta por um heptassacarideo
Gal(a1-6)Gal(al-3)GaldB1-3)[Glc(al)-POs]Man(al,3)Man(al,4)-GlcN(al), (III) uma regido de repetigdes de
dissacarideos fosforilados Gal(B1,4)Man (al)- PO, e um oligossacarideo neutro formando uma estrutura
terminal do tipo “cap”. (Adaptado de Assis et al., 2012a).

A caracterizagao estrutural do LPG demonstra uma completa conservacao da ancora
lipidica, do heptassacarideo e da composi¢do de dissacarideos fosforilados. Contudo, o LPG
apresenta intensa variabilidade na composi¢do e sequéncia de aglicares ligados as unidades
repetitivas e na composi¢ao do “cap” (McConville et al., 1992, 1995; Ilg et al., 1992; Soares
et al., 2004). Apds a metaciclogénese, processo pela qual formas prociclicas se diferenciam
em metaciclicas infectantes, a molécula de LPG dobra de tamanho devido ao aumento do
nimero de unidades repetitivas (Sacks et al., 1995; Barron & Turco, 2006). Mudangas
qualitativas nas unidades repetitivas também ocorrem como no LPG de L. major no qual os
residuos de galactose sdao substituidos por arabinose nas formas metaciclicas (McConville et
al., 1992). Dentre os LPGs ja caracterizados podemos citar L. major (McConville et al.,
1990); L. mexicana (1lg et al., 1992); L. tropica (McConville et al., 1995, Soares et al., 2004);
L. aethiopica (McConville et al., 1995); L. donovani (Suddo e india) (Sacks et al., 1995;

Mahoney et al., 1999). Todos estes trabalhos, com exce¢do de L. mexicana, estudaram
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preferencialmente espécies do Velho Mundo. Recentemente, mais espécies do Novo Mundo
comegaram a ter seus LPGs caracterizados incluindo L. infantum e L. braziliensis.

O segundo LPG de uma espécie do Novo Mundo foi da espécie L. infantum (cepa
PP75), o qual possui residuos de B-glicose em aproximadamente 1/3 das unidades repetitivas,
ocorrendo uma diminui¢do na expressao dessas glicoses nas formas metaciclicas (Soares et
al., 2002) (Figura 5A). Similarmente, de cadeias laterais com até trés glicoses foram também
observadas no LPG de outra cepa de L. infantum (BH46), utilizada em nosso estudo (Coelho-
Finamore et al., 2011). O terceiro LPG caracterizado de uma espécie do Novo Mundo foi o de
L. braziliensis (cepa M2903). Ao contrario do que acontece na cepa PP75 de L. infantum, o
LPG de L. braziliensis ndo possui cadeias laterais em sua forma prociclica, enquanto um a
dois residuos de P-glicose podem sdo adicionados nas unidades repetitivas das formas
metaciclicas (Soares et al, 2005) (Figura 5B). Nao sabemos qual a relevancia destes
polimorfismos na estrutura dos LPGs no processo de interagdo com macréfagos murinos.
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Figura 5: Diagrama esquematico da estrutura do LPG. Formas (A) prociclicas de L. infantum; (B)
prociclicas e metaciclicas de L. braziliensis. P= fosfato, Glc=glicose (Adaptado de Assis ef al., 2012a).

Do que foi exposto ¢ possivel concluir que o LPG constitui um fator de viruléncia

multifuncional tendo importancia na interagdo dos parasitos com o hospedeiro vertebrado e
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invertebrado. Tendo em vista os polimorfismos observados nas unidades repetitivas dos LPGs
de L. infantum e L. braziliensis e a auséncia de estudos com estes glicoconjugados, este
projeto tomou como foco, o estudo da interacdo entre macréfagos murinos e o LPG destas
duas espécies. Como parte de um amplo projeto envolvendo a Glicobiologia das espécies do
Novo Mundo, este projeto avaliou o papel destas moléculas na produg¢ao de NO, citocinas e

ativacao de MAPKs.

4 Metodologia

4.1 Cepasde L. infantum e L. braziliensis e condi¢des de cultivo

As formas promastigotas de L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903) e L. infantum
(MHOM/BR/1970/BH46) foram cultivadas até fase log de crescimento, para a obtencdo de
formas prociclicas promastigotas. Os parasitos foram mantidos em estufa BOD a 25°C em
meio definido M199 (Sigma®), acrescido de soro fetal bovino (SFB) (10%), penicilina (100
U/ml), streptomicina (50 pg/ml), glutamina (12,5mM), Hepes (40 mM), adenina (0,1 mM), 5-
fluorocitosina (10 pg/mL), 6-biopterina (1 pug/mL) e hemina (0,0005%), pH 7,4. As curvas de
crescimento foram obtivas para a determinacdo do melhor dia para extracdo de LPGs. Os
parasitos foram semeados a partir de uma cultura de células na fase estaciondria, em triplicata,
em garrafas para cultivo celular na concentragdo inicial de 5 X 10" parasitos/mL. O
crescimento dos parasitos foi acompanhado por 11 dias, com contagens didrias no mesmo

horario (Soares et al., 2002).

4.2 Extragdo do LPG

Os parasitos foram lavados em PBS e centrifugados a temperatura ambiente (7 min,
2100g). Para delipidagcdo da amostra foram adicionados 2,5 mL de solucdo de
cloroférmio/metanol (3:2 v/v) e 0,5 ml da solucdo de cloreto de magnésio a 4 mM. O material
foi sonicado e centrifugado (7 min, 2100g) resultando em uma fase solida intermediaria com a
qual o procedimento foi repetido. A fase solida foram adicionados 2,5 mL da solugdo de
cloreto de magnésio a 4 mM. O material foi sonicado e centrifugado (7 min, 2100g) para a
extracdo de proteinas. O sobrenadante foi desprezado e o procedimento repetido. Em seguida,
foram adicionados 3,0 mL da solu¢do de cloroférmio/metanol/agua (10:10:3 v/v) e 0,5 mL da

solugdo de cloroformio/metanol (1:1 v/v) apenas na primeira etapa. O material foi submetido
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a trés etapas de sonicagdo e centrifugag¢do (7 min, 2100g) nas quais o sobrenadante contendo
os GIPLs foi obtido.

Para extragdo do LPG foram adicionados 2,5 mL ESOAK (4gua/etanol/etil
éter/piridina/NH40OH; 15:15:5:1:0,017 v/v) ao sedimento resultante que foi sonicado e
centrifugado (7 min, 2100g). O procedimento foi repetido trés vezes e o sobrenadante
contendo LPG foi evaporado utilizando-se nitrogénio gasoso em banho a 45°C (Orlandi e

Turco, 1987).

4.3 Purificacéo e dosagem do LPG

A amostra contendo LPG foi solubilizada em 1 mL da solugdo acido acético 0,1
N/cloreto de soédio 0,1 N, sonicada e submetida a uma cromatografia de interacao hidrofobica
na qual a resina fenil Sepharose foi utilizada. Aproximadamente 2 mL desta resina foram
empacotados em uma coluna Bio-Rad (#731-1550) e lavados com 6 volumes de &cido acético
0,1 N/NaCl 0,1 N. Apo6s o tltimo mL desta solucdo penetrar na coluna, a amostra contendo
LPG ressuspendida na mesma solu¢do foi adicionada. Em seguida, o material foi lavado de
acordo com a seguinte seqiiéncia: 1 mL de acético 0,1 N/NaCl 0,1 N, 1 mL de acido acético
0.1 N, 1 mL de dH20. Foram utilizados 4 mL de ESOAK para eluir o LPG. A amostra foi
novamente evaporada com nitrogénio gasoso em banho maria a 45°C e, em seguida,
solubilizada em 100 pL de dgua milli-Q e armazenada a 4° C (Soares et al., 2002). O LPG foi

dosado pelo método fenol-acido sulfurico segundo Dubois et al.,1956.

4.4 Obtencdo de células

Os camundongos foram mantidos no Biotério do Centro de Pesquisas René
Rachow/FIOCRUZ de acordo com o Manual de Uso e Manuseio de Animais Experimentais
(“Guide for the Care and Use of Experimental Animals”) (Olfert ef al., 1993). Este projeto foi
aprovado pelo Comité de ética em Uso de Animais (CEUA) da Fundag¢dao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) (Protocolo P-0297-06). O protocolo de manuseio para os camundongos “knock-

9

out” foi aprovado pela comissdo Nacional de Bioseguranga (CTNBio) (protocolo
#01200.006193/2001-16).

Os camundongos das linhagens BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) foram
inoculados intraperitonealmente com 2 mL de solugdo de tioglicolato 3%. Apds 72 horas, os
animais foram eutanasiados com CO, e os macrofagos recuperados por lavagem da cavidade
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peritoneal utilizando meio RPMI gelado. Em seguida, as células foram contadas em camara
de Neubauer e ressuspendidas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). Aliquotas de 200uL foram colocadas em uma placa de 96 pocos de forma que a
concentragio final fosse de 3,5 X 10° células/pogo. A placa foi incubada por 1 hora a 37°C em
5% de CO; para adesdo das células. Em seguida, o meio foi trocado por meio RPMI
suplementado (10% SFB).

Os parasitos quando utilizados no ensaio in vitro foram mantidos a 25° C em meio
M199 suplementado com 10% de SFB até a fase estacionaria de crescimento. Em seguida,
eles foram contados em camera de Neubauer, lavados uma vez com PBS e ressuspendidos em
meio RPMI suplementado (10% SFB). Apds o periodo de incubagdo de 18 horas, os
macrofagos foram lavados com meio RPMI e a cultura foram adicionados da suspensdo de

parasitos para uma concentragdo final equivalente a 10 parasitos/macréfago (MOI 10:1).

4.5 Curva dose resposta utilizando células RAW

Para se determinar a melhor concentragdo de LPG para os ensaios biologicos, células
da linhagem continua (RAW 264.7) foram usadas nos experimentos de padronizagdo. As
células foram tripsinizadas, diluidas em RPMI suplementado com 10% SFB e contadas em
camara de Neubauer. As células foram aplicadas em uma placa de 96 pocos (2 X 10°
células/poco). Em uma placa as incubacdes foram realizadas em diferentes concentragdes de
LPG na auséncia de IFN-y, Na outra, as células foram primadas com 3U/mL (Hu ef al., 2002)
de IFN-y, por 18 horas (Mosser e Zhang, 2008) antes da adi¢do de LPG (20, 10, 5,1, 0.5 ¢ 0.1
pg/mL) de LPG de ambas espécies. LPS (100 ng/mL) foi utilizado como controle positivo em
todos os experimentos. Cada amostra foi preparada em triplicata. A placa foi incubada (37° C,
5% CO,, 24 e 48 h). A quantificagdo de NO foi realizada pelo método de Griess (Griess
Reagent System, 2009).

4.6 Curva dose resposta utilizando macrofagos BALB/c

A fim de confirmar se o perfil observado em células RAW poderia aplicar-se aos
experimentos com macrofagos peritoneais de camundongos, estes foram repetidos apenas
para a linhagem BALB/c na presenca de IFN-y. As células foram aplicadas em uma placa de
96 pogos (3,5 X 10° células/poco) e as condigdes de incubagdo foram idénticas ao item

anterior.
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4.7 Avaliacdo da producdo de NO e citocinas ap6s estimulacao por LPG

Nos experimentos anteriores de padronizagdo, ficou estabelecido que a melhor
concentragdo de LPG fosse de 10 pg/mL para ambas as espécies. Esta foi utilizada em todos
os experimentos subsequentes de NO e citocinas para todas as linhagens de camundongos
(BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)). Foram realizados dois experimentos em
duplicata. Os macrofagos foram incubados da mesma maneira do item anterior e a
quantificagdo de NO foi realizada pelo método de Griess. A dosagem de citocinas por

determinada pela citometria de fluxo conforme descrito abaixo.

4.8 Dosagem de citocinas por citometria de fluxo (CBA multiplex)

A concentracdo de citocinas (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IFN-y, e TNF-
a) nos sobrenadantes foi determinada usando o Kit CBA Mouse Cytokine assay kits (BD™
Biosciences, CA/EUA) de acordo com as recomendacgdes do fabricante. As medi¢gdes foram
realizadas no citometro FACS Calibur (Beckton Dickinson, Mountain View, CA, EUA). A
aquisicio de dados foi realizada utilizando o programa Cell-Quest™ software package
fornecido pelo fabricante. A andlise de dados foi feita no programa FlowJo software 7.6.4
(Tree Star Inc., Ashland, OR, EUA). Foi realizada uma aquisi¢ao de 1800 eventos (minimo de
300 eventos por bead) para cada preparacdao. Os resultados representam a média de dois

experimentos em duplicata.

4.9 Inibicdo da producao de NO em macroéfagos estimulados com LPS

Para avaliar se o LPG teria a capacidade de inibir a producdo de NO induzido por LPS
como observado nas espécies do Velho Mundo (Proudfoot et al., 1996), foram realizados
experimentos de inibicdo. Nestes, os macrofagos procedentes de camundongos BALB/c
foram primados com 3 U/mL de IFN-y, por 6 horas. Em seguida, os mesmos foram incubados
com LPG (10 pg/mL) por 18 horas. Apos este periodo, o LPS (100 ng/mL) foi adicionado ao
meio. O sobrenadante foi coletado apos 24 horas e a concentragao de nitrito determinada pelo
método de Griess. Paralelamente, foram utilizadas amostras ndo primadas. Os resultados

representam a média em triplicata.
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4.10 Preparacdo dos lisados celulares e western-blot das MAPKs

Macroéfagos peritoneais da linhagem BALB/c foram extraidos e purificados como
descrito no item 4.4. As células foram plaqueadas (3,5 X 10° células/pogo), em uma placa de
6 pocos. Os LPGs de L. braziliensis e L. infantum (10pg/mL) foram adicionados e incubados
por 0, 5, 15, 30 e 45 minutos. LPS (100ng/mL), controle positivo, foi incubado apenas por 45
minutos. As células foram lavadas e lisadas em tampao de lise (Tris-HCl a 20 mM, pH 7.0,
Triton X-100 a 1%, ortovanadato de sodio a 1 mM, fluoreto fenil-metil-sulfonila (PMSF)
ImM, fluoreto de so6dio (NaF) a 50mM, NaCl 150mM, EDTA a 5 mM, Glicerol 10%,
Ditiotreitol (DTT) a 0,5mM e coquetel inibidor de protease Sigma®).

Os lisados foram homogeneizados e centrifugados a 13000g por 20 min a 4°C
(ROUSE et al., 1994). Os lisados foram submetidos a eletroforese em gel 10% SDS-PAGE
(100V) (Laemmili, 1970) e transferidos para uma membrana de nitrocelulose ¢ a membrana
bloqueada por 1 hora (caseina a 5% em TBS-Tween 20 0,1%). A membrana foi lavada 3X em
TBS-Tween 20 a 0.1% e incubada com os anticorpos primarios, capazes de reconhecer as
formas dualmente fosforiladas das MAPK (ERK-1/ERK-2, SAPK-2/p38) na diluicdo de
1:250 e 1:1000, respectivamente, por 16 horas a 4°C. A membrana foi lavada 3X em TBS-
Tween 20 a 0.1% e incubadas por 1 horas com anticorpos secundarios anti-IgG conjugados

com peroxidase (1:500 e 1:5000) e as reagdes visualizadas usando Luminol.

4.11 Analise estatistica

Os dados obtidos apos a estimulagdo dos macrofagos com as diferentes cepas de
Leishmania e seus respectivos LPGs foram representados através da média + desvio-padrao.
O teste Shapiro-Wilk foi realizado para avaliar a hipotese nula de distribui¢do Gaussiana dos
dados (considerando p>0,05) (Shapiro, 1965). Os testes T student e ANOVA foram realizados
para comparacao das médias entre amostras independentes e entre os grupos, respectivamente.
Os dados foram analisados com a utilizagdo do software GraphPad Prism 5.0 e valores de
p<0,05 foram considerados significativos. Os graficos foram produzidos utilizando-se o

programa GraphPad Prism 5.0.
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5 Resultados

51 Curva de crescimento de promastigotas de L. infantum
(MHOM/BR/70/BH46) e L. braziliensis (MHOM/BR/1975/2903)

Para se determinar o melhor momento para obtencdo de um nimero maximo de
parasitos na fase log de crescimento para a extracdo do LPG, foram realizadas curvas de
crescimento. O crescimento maximo para L. braziliensis foi atingido no sexto dia, alcangando
uma contagem méxima de 2,10 X10' parasitos/mL. Leishmania infantum atingiu seu pico
maximo no nono dia na concentra¢do de 1,3 X 10’ parasitos/mL. Por esta razao, a extracao do
LPG foi realizada entre os dias 5 e 6 para L. braziliensis e entre os dias 7 e 9 para L infantum

(Figura 6).

2504 -~ L. infantum
-m L. braziliensis

200+

150+

100+

50

Numero de parasitos 10°/mL

Dias

Figura 6: Curva de crescimento de L. braziliensis e L. infantum. Curva realizada em Meio M199 acrescido de
10% de SFB a 26 °C.
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5.2 Producéo de NO — Curva de producéo

Com o intuito de definir a melhor concentragdo de LPG a ser usada nos experimentos
de inducdo de NO/citocinas e ativagdo das MAPK, uma curva dose-resposta foi realizada
utilizando macréfagos de linhagem continua (Raw 264.7).

Para as células ndo primadas, ndo houve produgado significativa de nitrito na maioria
das concentracdes de LPG em 24 horas, exceto 20 pg/mL para L. infantum e para LPS
(controle positivo) (Figura 7A). Apos 48 h, apenas as concentra¢des de LPG de 20ug/mL para
ambas as espécies foram capazes de desencadear a producdo de NO. Esses resultados foram
consistentes com os previamente observados na literatura para GPI-mucinas de 7. cruzi e
LPGs de espécies do Velho Mundo, nos quais ancoras de GPI sdo capazes de ativar a
producdo de NO e citocinas apenas apds estimulo prévio com IFN-y, Proudfoot et al., 1996;
Camargo et al., 1997). Por outro lado, em células primadas, a producdo de nitrito foi dose-
dependente apos 24 e 48 h (Figura 7B). Para as células de linhagem continua o LPG de L.
braziliensis, na concentra¢ao de 20pg/mL, induziu uma maior produgdo de NO do que o de L.
infantum para a mesma concentracao (Figura 7B). Essa diferenca na produgao foi maior
(1,6X) apods 48 horas de incubagdo. Estes resultados demonstram que ambos os LPGs foram

capazes de ativar as células RAW 264.7 de forma mais eficaz na presenca de IFN-y.
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Figura 7: Inducdo da producido de nitrito em macrofagos de linhagem continua Raw 264.7. Células
estimuladas com diferentes concentragdes de LPG. (A), células ndo primadas e (B), células primadas IFN-g.
Controle positivo utilizou LPS (100ng/mL).

Uma segunda curva foi realizada para avaliar se macrofagos peritoneais de BALB/c
apresentariam o mesmo perfil dose-resposta observado nas células RAW 264.7. Nao foi
observada diferenca significativa para a produ¢do de NO entre os macrofagos de BALB/c
estimulados pelo LPG de L. braziliensis e L. infantum em 24 horas. Similarmente as células
RAW 264.7, o perfil dose-resposta foi observado apods 48 horas de incubagdo (Figura 8). A
concentragdo maxima observada foi de 25uM de nitrito nas amostras estimuladas com
20ug/mL de L. braziliensis LPG. Nos macréfagos murinos, os dois tipos de LPGs
apresentaram o mesmo perfil de indu¢ao de NO para as concentragdes de 20 e 10 pg/mL, ndo

havendo diferencga significativa para ambas as espécies (P > 0.05).
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Figura 8: Inducio da producio de nitrito em macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c.
Macroéfagos primados com IFN-y e estimulados com diferentes concentragdes de LPG de L. infantum e L.
braziliensis ap6s 24 e 48h. Controle positivo utilizou LPS (100ng/mL).

Tanto as células de linhagem continua quanto as células peritoneais apresentaram
perfil semelhante para a producdo de nitrito, confirmando assim a indugdo dose-resposta dos
LPGs. Baseado nestes resultados, a concentracdo de 10 pug/mL foi escolhida para os
experimentos subsequentes de indu¢do de citocinas, nitrito e ativacdo de MAPKs com as

outras linhages de camundongos.

5.3 Producéo de NO

Com o objetivo de avaliar uma possivel participagdo dos receptores TLR2 e TLR4 na
sinalizacdo, macrofagos peritoneais primados com IFN-y, provenientes de camundongos
BALB/c, C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) foram estimulados com LPG (10 pg/mL) e
parasitos vivos (propor¢do de 10:1) por 48h. Nota-se uma maior produ¢do de NO em
camundongos C57BL/6 do que em BALB/c estimulados com LPG e parasitos vivos (Figura
9) (Anova, P < 0,0001). Foi observado também para estas linhagens que o LPG de L.
braziliensis induziu uma maior produ¢do de NO do que o de L. infantum (teste t, P < 0,01).
Entretanto, esta diferenga ndo foi observada em macrofagos “knock outs” (P > 0.05).

Comparando-se os camundongos da linhagem selvagem (WT) e knock-out de
C57BL/6, o perfil de producao de NO entre o WT e TLR2 (-/-) foi similar (P>0,05). Contudo,
em células TLR4 (-/-) ocorreu uma diminui¢do significativa na produg¢do de NO apods a

estimulacdo pelo LPG das duas espécies em comparagdo com o WT e TLR2 (-/-) (Anova,
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p<0,0001). Sugerindo assim, uma participagdo maior dos receptores TLR4 na sinaliza¢do do
LPG. Entretanto, uma significante producao de nitrito foi observada para os macréfagos
estimulados com LPG e parasitos vivos nestes camundongos, ndo descartando a participagao
de TLR2 neste processo e de outras moléculas do parasito (P < 0.0001). Porém, ndo houve
diferenca significativa na estimulagdo por parasitos vivos comparando-se C57BL/6 (WT) com
TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (P > 0.05). Conforme esperado, LPS estimulou a producao de nitrito
em todas linhagens, exceto TLR4 (-/-).
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Figura 9: Inducéio da producio de nitrito. Macrofagos estimulados com LPG (10 pg/mL) e promastigotas de
Leishmania (10:1). LPS= lipopolissacarideo; LPG Lb= Lipofosfoglicanos de L. braziliensis; LPG Li=
Lipofosfoglicanos de L. infantum; Lb= promastigotas de L. braziliensis; Li= promastigotas de L. infantum. As
concentragdes de NO foram quantificadas pela reacdo de Griess ap6s 48 horas de incubacdo. Os resultados
representam a média de dois experimentos em duplicata.
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5.4 Producao de citocinas

De maneira semelhante aos experimentos de NO, os sobrenadantes de culturas de
macrofagos das quatro linhagens foram submetidos a citometria de fluxo para a dosagem de
citocinas. Nao foi observada nenhuma produgao significativa de 1L-2, IL-4, IL-10, IL-12p40 e
IFN-y ap6s estimulagdo com LPGs e parasitos vivos. Na Figura 10 (A e B) estio
representados apenas os resultados para IL-10 e IL-12, onde apenas o controle positivo (LPS)

induziu a produgdo destas citocinas na maioria das linhagens.
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Figura 10: Inducio da produciio de IL-10 (A) e IL-12 (B). Macrofagos estimulados com LPG (10 pg/mL),
LPS (100ng/mL) e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) apds 48 h. Legenda C=controle
negativo; LPS= lipopolissacarideo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois
experimentos em duplicata.

-41 -



Para as outras citocinas (TNF-a, IL-1B e IL-6), foi possivel detectar a sua producao
ap6s estimulagdo com LPGs. No caso de TNF-a, semelhante ao observado para NO em
camundongos BALB/c (Figura 10), o LPG de L. braziliensis induziu uma produg¢do maior
(2,5 X) do que o de L. infantum (teste t, P < 0,05) (Figura 11). Por outro lado, o LPG induziu
niveis muito baixos, mas detectaveis, de TNF-o em camundongos TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-)
(Figura 11). Como esperado, o LPS (controle positivo) induziu a producao de TNF-o em
BALB/c, C57BL/6 e TLR2 (-/-). A diferenca na produg¢do de TNF-a foi estatisticamente
significativa entre os camundongos C57BL/6 e TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (ANOVA, P <0.001).
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Figura 11: Inducio da producio de TNF-a. Macrofagos estimulados com LPG (10 pg/mL), LPS (100ng/mL)
e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) ap6s 48 h. Legenda C=controle negativo; LPS=
lipopolissacarideo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois experimentos em
duplicata.

Em geral, para IL-1B e IL-6, o LPG de L. braziliensis induziu uma maior producao
destas citocinas do que o de L. infantum nos camundongos BALB/c, C57BL/6 e TLR2 (-/-)
(Figura 12A e B) (teste t, P < 0.05). Para IL-6, foi observada diferenca estatistica significativa
entre os camundongos C57BL/6 e os camundongos TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-) (ANOVA, p <
0,001), estimulados pelo LPG de ambas as espécies. Estes dados mais uma vez, confirmam

para o envolvimento de TLR4 na sinaliza¢do por LPG.
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Figura 12: Inducéio da producio de IL-1p (A) e IL-6 (B). Macrofagos estimulados com LPG (10 pg/mL), LPS
(100ng/mL) e promastigotas de L. braziliensis (Lb) e L. infantum (Li) (10:1) apds 48 h. Legenda C=controle
negativo; LPS= lipopolissacarideo; LPG Lipofosfoglicanos. Os resultados representam a média de dois

experimentos em duplicata.
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5.5 Inibicdo da producédo de nitrito pelo LPG em células peritoneais estimuladas

com LPS

Neste trabalho, os LPGs de ambas as espécies induziram a produc¢do de nitrito em
macrofagos (Figuras 7B e 8). Estudos anteriores demonstraram que o PG de L. major era
capaz de inibir a producdo de nitrito em células J774 (Proudfoot et al. 1996). Com este
intuito, macréfagos BALB/c primados foram incubados por 18h com LPG, lavados e
ressuspendidas em RPMI contendo LPS (100ng/mL) e LPG (10 pug/mL) (37 °C, 5% CO,,
24h). Os LPG de ambas as espécies inibiram em mais de 79% a producdo de nitrito em

células estimuladas com LPS (Figura 13).
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Figura 13: Inibicdo da producio de nitrito pelo LPG em macro6fagos posteriormente estimulados com
LPS. Legenda: Meio, controle negativo; LPS, lipopolissacarideo (100ng/mL); LbLPG+LPS/LbLPG, células
incubadas por 18 horas com LPG de L. braziliensis (LbLPG) e depois estimuladas com LbLPG+LPS; LiLPG,
células incubadas por 18 horas com LPG de L. infantum (LiLPG) e estimuladas com LiLPG+LPS. Os resultados
representam a média em triplicata.
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5.6 Modulagéo da ativagdo de MAPK

Assim como nas espécies do Velho Mundo, os resultados anteriores também
evidenciaram o papel da ativacdo de TLRs por LPGs de espécies do Novo Mundo. Deste
modo, com o objetivo de investigar o seu papel nas vias de sinalizagdo de macrofagos, as
MAPKSs (ERK e p38) foram avaliadas apds estimulacdo por LPGs. Nao foi detectada ativacao
de ERK pelo LPG de L. infantum. Ao contrario, p38 apresentou um perfil de ativagao
progressivo alcancando maior atividade aos 45 minutos (Figura 14A). Diferente do observado
para L. infantum, uma significativa ativagdo de ERK e p38 foi detectada apos estimulagdo
pelo LPG de L. braziliensis atingindo um pico aos 15 minutos (Figura 14B). Em conjunto,
esses dados indicam que os LPGs de L. infantum e L. braziliensis estimulam diferencialmente

a cinética de ativacao de p38 e ERK em macrofagos.

A B
c- 5 15 30 45 LPS C- 5 15 20 45 LPS
pERK DERK
p. p38 p. p338
p38 p38
Total Total

LPGdelL. infantum LPGde L. braziliensis

Figura 14: Cinética de ativacdo das MAPKs (ERK e p38) pelo LPG de (A), L. infantum e (B), L.
braziliensis. Macréfagos peritoneais provenientes de camundongos BALB/c foram estimulados por 5, 15, 30 e
45 minutos com LPG (10 pg/mL) e por 45 minutos com LPS (100ng/mL). As formas dualmente fosforiladas de
ERK e p38 ativadas foram detectadas por Western blot. C, controle negativo e LPS, lipopolissacarideo. p38 total
foi utilizada como normalizador.
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6 Discussao

Dentre todos os glicoconjugados conhecidos em Leishmania o mais estudado ¢ o LPG,
sendo que mutantes deficientes para a sintese desta molécula ndo sdo capazes de estabelecer
infec¢do tanto no hospedeiro vertebrado quanto invertebrado. Este trabalho pretendeu estudar
a interacdo deste glicoconjugado com macréfagos murinos de duas espécies de Leishmania
epidemiologicamente importantes no Brasil. Os LPGs destas espécies variam em sua
composicdo bioquimica conforme observado na Figura 5. Estes polimorfismos foram
avaliados durante na interacdo com macréfagos murinos, uma vez que nao se sabe até que
ponto estas variagdes interferem na produgao de NO, citocinas e sinalizagao.

A imunopatogenia das leishmanioses apresenta aspectos extremamente importantes
em relacdo a complexa interagdo entre os parasitos e as respostas imunes dos vertebrados
(Assis et al., 2012a). Estudos in vivo tém demonstrado que as primeiras horas apos a infecgao
sdo criticas para a montagem da resposta celular subsequente e diferenciagdo das células
TCD4+ principalmente nas infec¢des por protozoarios (Gazzinelli et al., 2004). O modelo
murino de Leishmaniose cutdnea tem sido muito utilizado nos estudos de respostas imunes
por L. major tendo sido importante para o estabelecimento do paradigma Th1/Th2 (Liew et
al., 1997). Porém, este mesmo paradigma ndo se aplica a outras espécies de Leishmania, que
exibem um amplo espectro de manifestagdes clinicas (Desjeux et al., 2004). Em infecg¢des por
L. braziliensis, observa-se que a polarizagdo Th1/Th2 ndo ¢ bem definida. Nesta espécie, a
resposta a infec¢do ndo ocorre devido a um fenoétipo Thl eficiente, e sim por falha na
montagem da resposta Th2, apresentando niveis de IL-4 de 10-15 vezes menor do que nos
animais infectados por L. major (Dekrey et al., 1998).

In vivo e in vitro, um dos aspectos importantes nos eventos iniciais da infeccdo por
Leishmania ¢ a produgdo de NO por macrofagos que ¢ dependente de IFN-y (Mosser e
Edwards, 2008). Em nosso trabalho, macrofagos primados e estimulados com LPG de L.
braziliensis produziram niveis maiores de NO. Nossos resultados confirmam os da literatura
de que macrofagos primados sdo capazes de produzir NO em presenga de LPG, e que essa
producdo ¢ variavel entre as espécies e cepas (Proudfoot ef al., 1996; Coelho-Finamore et al.,
2011). Além disso, foi observada uma resposta dose-dependente na produgdo de NO (Figuras
7 e 8B). Entretanto, a concentracdo de 20 png/mL apresentou um perfil de resposta exacerbado
nestes ensaios, sendo escolhida a concentracdo de 10 pg/mL para todos os experimentos. De

modo semelhente, ndo foi detectada a produgdo de NO por macrofagos nao-primados (Figura
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8A) confirmando os dados anteriores da literatura para ancoras de GPI (Proudfoot et al.,
1996; Camargo et al., 1997).

Os dados apresentados neste trabalho demonstraram diferencgas significativas na
produgdo de citocinas e NO entre os camundongos C57BL/6 ¢ BALB/c expostos a LPG. De
forma geral, camundongos C57BL/6 estimulados com LPG de L. infantum e braziliensis
apresentaram uma maior produgdo de NO, IL-1B, IL-6 e TNF-a; com excecao do LPG de L.
braziliensis que induziu uma maior produ¢do de TNF-a em camundongos BALB/c. Outra
diferengca marcante entre esses camundongos foi relacionada com a produgdo de NO.
Camundongos C57BL/6 induziram uma maior producdo de NO em respostas ao LPG, que os
camundongos BALB/c (Figura 9). Estas variagdes podem ser resultado também pelo perfil
imuno-genético do hospedeiro aos antigenos da Leishmania (Silveira et al., 2009; Assis et al.,
2012a). Em nosso trabalho, ndo houve diferenca entre o perfil de ativagdo por parasitos de
ambas as espécies em todas as linhagens observadas, estas foram determinantes apenas apos
estimulagdo com as moléculas intactas.

Estudos anteriores realizados in vivo demonstraram claramente que as citocinas pro-
inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF-a), assim como varias quimiocinas, sdo induzidas nos
estagios iniciais das infec¢des por parasitos de L. major e L. donovani, causadoras da LC e
LV, respectivamente. Contudo, promastigotas de L. major mostraram ser melhores ativadoras
do que L. donovani (Matte et al., 2001). Essa diferenca no perfil de ativagao das citocinas
TNF-a, IL-6, IL-1B e de NO, também foi observada em macréfagos estimulados com LPG de
L. braziliensis e L. infantum. Este dado ¢ interessante, uma vez que reflete um papel
estimulatério do LPG similar ao observado para os parasitos de espécies do Velho Mundo que
tem imunopatologias semelhantes as espécies do Novo Mundo deste estudo.

Neste trabalho, macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c e C57BL/6
estimulados com LPG de L. infantum produziram niveis menores de citocinas e NO do que
aqueles estimulados com LPG de L. braziliensis. O LPG de L. infantum induziu uma menor
producao de TNF-a. Esses resultados sdo semelhantes a anteriores onde diferentes LPGs de
Leishmania induziram a produ¢do de niveis varidveis de TNF-a (de Veer ef al., 2003). Em
adicdo, nossos resultados demonstraram um perfil diferencial de IL-6 e NO, com auséncia de
produgdo de IL-1B, IL-10 e IL-12 para o LPG de L. infantum. Esses dados sao semelhantes
aos observados para a LV humana, onde uma imunossupressao e resposta mista Thl e Th2
sdo observadas (WHO, 2010). Estudos in vitro demonstraram que a incapacidade transitoria
de induzir resposta imune celular contra antigenos do parasito pode estar relacionada com
auséncia de proliferagdo celular, produgdo de IL-2 ou IFN-y, durante a infeccdo (Holaday et
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al., 1993). De modo semelhante, os LPGs de ambas as espécies em nosso estudo nao
induziram niveis detectaveis de IL-2, IL-4 e IFN-y. Adicionalmente, ndo foi observada
produgdo de IL-10 e IL-12, provavelmente indicando um papel inibitorio dos LPGs para estas
citocinas. Niveis elevados de IL-10 sdao frequentemente observados em pacientes com LV por
L. infantum (Bhowmick et al., 2009). Entretanto, apos o tratamento estes niveis caem sendo
acompanhados por um aumento na producdo de IL-12 (Carvalho et al., 1981; 1985; 1989).
Aqui a citocina IL-12, ndo foi produzida apds estimulagdo com LPGs. Provavelmente, isto
ocorreu devido a uma inibi¢do de sua sintese. Estes resultados sao semelhantes aos
observados L. infantum e L. braziliensis, que sob as mesmas condi¢des ndo ativaram a
producao de IL-12, mas foram capazes de inibir a sua sintese em macrofagos estimulados com
LPS pré-incubados com GIPLs destas espécies (Assis et al., 2012b). Outros estudos também
demonstraram o papel do LPG em regular a produ¢ao de NO (Proudfoot et al., 1996) e IL-12
pelos macréfagos (Piedrafita ef al., 1999). E importante ressaltar que a auséncia na produgdo
de IL-12 em nosso trabalho ndo ocorreu devido a produgdo de IL-10, ja que ndo foi observada
a producao desta citocina.

Analisando a producao de mediadores induzidos pelo LPG de L. braziliensis percebe-
se uma tendéncia mais pro-inflamatdria do que a de L. infantum, com niveis mais elevados de
IL-1pB, IL-6, TNF-a e NO. Esse perfil também ¢ similar ao encontrado na infec¢do humana.
Neste modelo, antigenos do parasito interagem com células dendriticas (CD) e polarizam para
uma resposta do tipo Thl (revisado por Silveira et al., 2009). Nesta infecao, a imunopatologia
pode variar de acordo com a resposta inflamatoria. No caso da LMC, niveis elevados de TNF-
a, IFN-y e baixos de IL-10 podem ser observados. Por outro lado, na LC niveis elevados de
TNF-a e IL-10 e baixos de IL-12 e IFN-y sdo detectados (WHO, 2010).

Neste projeto, também avaliamos o papel de componentes da resposta imune inata
frente a estimulacdo pos LPGs de espécies do Novo Mundo. Estudos in vivo, utilizando
espécies de Leishmania do Velho Mundo, demonstraram a importancia de parasitos e LPGs
com TLRs e outros componentes do sistema imune inato em experimentos com camundongos
e células humanas. De Veer et al. (2003) e Becker et al. (2003) demonstraram que o LPG ¢
um importante agonista de TLR2 induzindo a producao de citocinas em macréfagos e células
NK, respectivamente. Em adi¢do, estudos com RNA de interferéncia demonstraram que
TLR2 e TLR3 estdo envolvidos no reconhecimento do LPG de L. donovani em macrofagos
primados com IFN-y (Flandin et al., 2006). Em L. major, camundongos deficientes para
TLR4 sdo mais susceptivés a infegcdo resolvendo de maneira menos eficaz as lesdes (Kropf et

al., 2004).
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Virios trabalhos tem demonstrado o papel de TLRs em Leishmania incluindo TLR2,
TLR3, TLR4 e TLRY além da molécula adaptora MyD88 (revisado Tuon ef al., 2008). Para
investigar o possivel papel dos TLR2 e TLR4 na sinaliza¢do por LPG de espécies do Novo
Mundo, macrdéfagos peritoneais provenientes destes camundongos knockout foram utilizados.
Conforme o perfil de NO e citocinas observamos de maneira geral um papel preponderante de
TLR4 seguido por TLR2 em macrofagos ativados por LPGs. Em relacao a sintese de NO por
parasitos vivos de ambas as espécies, este mediador foi produzido de maneira mais eficiente
nos camundongos C57BL/6, TLR2 (-/-) e TLR4 (-/-), demonstrando que outros TLRs
poderiam ter sido ativados por outras moléculas do parasito. Porém, esta ativagdo ndo foi
estatisticamente diferente entre os grupos (ANOVA, P > 0,05). Entretanto, estes
camundongos produziram mais NO do que os da linhagem BALB/C, e isto poderia ser
resultado de seu padrdo de resisténcia/susceptibilidade (Sacks e Noben-Trauth, 2002). Ao
contrario do observado para NO, apds exposicao aos LPGs de ambas as espécies, a produgao
de TNF-a foi bem menor nos camundongos TLR2/4 (-/-) do que nos selvagens (C57BL/6),
resultado esperado uma vez que estes receptores estarem ausentes nestes animais € sao
determinantes para a indugdo da sintese desta citocina.

A participagdo de TLR4 no reconhecimento do LPG pdde também ser observada pela
producdo de NO e de algumas citocinas neste trabalho. Uma primeira hipotese seria de que
nossas preparagdes poderiam ter tracos de LPS. Porém, nosso resultados anteriores com LPG
de L. infantum realizados em presenca de Poliximina B (Coelho-Finamore et al., 2011) e com
GIPLs das duas espécies (Assis ef al., 2012b) ndo detectaram contaminag¢do com esta toxina,
garantindo a pureza de nossas solu¢des durante nossos procedimentos. Além disso, em nossos
experimentos as citocinas IL-10 e IL-12 e os camundongos TLR2 (-/-) para TNF-a ndo foram
também ativados por nossas amostras contendo LPG, em concentragdo 100 vezes mais alta do
que a utilizada para LPS (10 pg/mL X 100 ng/mL). Esses resultados sdo diferentes dos
observados para as espécies do Velho Mundo (de Veer et al., 2003; Becker et al., 2003) e L.
amazonensis (Vivarini et al., 2011) que demonstraram que o LPG ¢ reconhecido por TLR2.

Do que foi exposto, ¢ possivel observar que os experimentos in vitro t€ém demonstrado
o papel de TLR2 e TLR4 para as diferentes espécies de Leishmania tanto do Novo quanto
Velho Mundo. Porém, os estudos in vivo, tem mostrado além destes receptores o papel de
TLR3 e TLRY no controle da infec¢do, sendo estes resultados consistentes com a presenca de
outros agonistas quando observada a integridade do parasito.

Estudos anteriores com LPG de L. major e mais recentes com GIPLs de L. infantum e

L. braziliensis observaram que estes glicoconjugados eram capazes de inibir a produgao de
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nitrito em macréfagos quando expostos previamente a LPS ou IFN-y (Proudfoot et al., 1996;
Assis et al., 2002b). Assim, para testar um possivel papel dos nossos LPGs na inibi¢do da
produ¢do de NO, macréfagos foram incubados com estas moléculas ¢ em seguida,
estimulados com LPS. Consistente com observa¢des anteriores foi observada uma inibigao
significativa na produ¢do de NO induzido por LPS. Apesar de preliminares, esses resultados
indicam que o LPG pode modular a sintese de NO, sendo um importante mecanismo de
escape utilizado pelo parasito.

Tendo em vista que nossos LPGs foram capazes de ativar TLRs, nosso interesse foi
dirigido aos eventos intracelulares apds esta estimulacdo. Além da via de MyDS8S, a
sinalizacdo por TLRs também ativa a via de sinalizagio de MAPKSs, com consequente
recrutamento de fatores de transcri¢do nuclear e producao de citocinas (Takeda et al., 2002).

Com o intuito de avaliar a modulagao da ativagao de MAPKSs, estas foram avaliadas
pela presenca das formas di-fosforiladas de ERK e p38. Estudos recentes utilizando GIPLs
destas duas espécies ndo foram capazes de ativar estas MAPKs (Assis et al., 2012b),
demonstrando que os GIPLs sdo potentes inibidores destas cinases. E interessante notar nos
nossos experimentos, este perfil foi completamente diferente apos estimulacdo com LPGs.
Nao foi detectada a ativagdo de ERK pelo LPG de L. Infantum ao contrario do LPG de L.
braziliensis no qual foi detectada uma ativacdo méaxima com 15 minutos. No caso de p38,
ambos os LPGs foram capazes de ativa-la apds 5 minutos, sendo que esta ativacao foi gradual
para L. infantum e pontual para L. braziliensis. A ativagao de p38 ¢ importante para o controle
da infec¢do por Leishmania e a taxa de sobrevivéncia do parasito diminui em individuos
tratados com anisomicina, potente ativador desta MAPK (Junghae e Raynes, 2002). A
diferenca entre o perfil de ativacdo de p38 pelos dois LPGs pode em parte explicar a diferenga
no perfil de producdo de NO, em macrofagos BALB/c e C57BL/6, de TNF-a, apenas para
BALB/c (Balaraman et al.; 2005; Privé e Descoteaux, 2000). Estudos pioneiros de Feng ef al.
(1999) utilizando LPS demonstraram um papel importante destas MAPK (e também ERK) na
indu¢do de NO e TNF-a. Nossos resultados demonstrarm que isto pode também ser
importante para o caso de LPGs de Leishmania. Em relagdo a ERK, os estudos com esta
MAPK durante a interacdo com Leishmania ou moléculas derivadas sao controversos na
literatura e englobam principalmente as espécies do Velho Mundo (revisado por Olivier et al.,
2005). Em nosso trabalho, ERK nao foi ativada por L. infantum, e este resultado é consistente
com a auséncia da producao de IL-12 durante a infeccao por esta espécie in vivo (WHO,
2010). Em adicdo, trabalhos in vitro demonstraram a importancia da ativacdo de ERK na
inducdo de IL-12 (Balaraman et al.; 2005). Por outro lado, esta MAPK foi ativada de forma

-50-



bastante transiente pelo LPG de L. braziliensis, estimulo talvez nao suficiente para se detectar

in vitro niveis consideraveis de 1L.-12.

Em ultima andlise, este trabalho demonstrou um perfil diferente de produgao/ativagao
de NO, citocinas e MAPKs pelos LPGs de L. braziliensis e L. infantum. Em macrofagos
observou-se que a inducdo de NO foi dose-dependente e mais acentuada para o LPG de L.
braziliensis. Este perfil se repetiu para as citocinas TNF-a, IL-1B e I[L-6. Ambos LPGs foram
capazes de inibir a producdo de NO em macréfagos estimulados com LPS. Em conjunto,
esses resultados demonstram que o LPG de L. braziliensis apresenta uma tendéncia mais pro-
inflamatoria do que o LPG de L. infantum, correlacionando com niveis mais elevados de NO,
TNF-a, IL-1B e IL-6. Em adi¢do, os resultados encontrados sugerem uma participagao
pronunciada de TLR4, ¢ em menor grau de TLR2. Esses resultados, juntamente com outros
trabalhos ja& publicados, sugerem que o LPG pode estar envolvido nas interagdes com
macrofagos induzindo e modulando extra e intracelularmente o sistema imune do hospedeiro.
Assim, o polimorfismo observado entre os LPGs de L. braziliensis e L. infantum pode ser
responsavel pela ativacdo diferencial dos macréfagos resultando em manifestagdes clinicas
distintas causadas. Juntos, estes dados levam a crer que o LPG presente na superficie das
Leishmania, pode ter um papel importante nos eventos iniciais do sistema imune inato,
podendo direcionar para o futuro sucesso da infeccdo e aspectos imunopatolégicos
posteriores. O entendimento destes mecanismos podera ajudar no desenvolvimento de

métodos alternativos de controle para as Leishmanioses tanto do Velho quanto Novo Mundo.
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7 Conclusoes

Os LPGs de L. braziliensis e L. infantum ativaram a producdo de NO em

camundongos primados de forma dose dependente;

Macrofagos estimulados por LPG de L. braziliensis apresentaram um perfil mais pro-
inflamatorio que os macrofagos estimulados com LPG de L. infantum, correlacionando com

maior producao de NO, TNF-a, IL-1 e IL-6;
A produgdo diferencial de citocinas e NO observada entre os camundongos selvagens
e knockouts, sugere uma participacao preferencial de TLR4, e em menor grau de TLR2, nas

vias de reconhecimento do LPG;

A pré-incubacdo com LPGs de ambas as espécies inibiu a producdo de NO em

macrofagos estimulados posteriormente com LPS;

A cinética de ativacao de p38 apresentou um perfil gradual para L. infantum, enquanto

que para L. braziliensis essa ativagao foi pontual;

Ao contrario do que foi observado para L. braziliensis, o LPG de L. infantum nao foi

capaz de ativar ERK.
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i — and g@ycomositolph osph olipids (CIFLs). This reviesy summanizes the main sbod ies on structure and biological
e —— functi ons of thesemaoleoulles in New World Leichmenis speries.
il paghcan mmlﬁ:ﬂﬂhmm‘nﬂﬂnﬂhmdnﬂth-md pescies ol ymaorplh
lI'I'|=_|'_._.._J ' forsur ines ide th & werior and to muod ulabe ihe T duringin-
i —jpar e e i o
&m‘dﬂmﬂ'ﬂmd"" die= o ghycooomj fionoumed o Old Warld Lsishonamia species. Here, itis
bt g N \khﬂmmﬂ:ﬂﬂﬂhd@cdwﬁmmlﬂ—puﬂ:m—
Hmﬂnuhtupatdaﬁ:mdhmeaﬂedﬂﬁqrm
& 3011 Eleewier BV All rights resesrved.
1. L oo s The maost amman Sy ndrome form is Ol chara derized by ulcerative

Leis hima nixsis is an infections disexse that afflios millions of people
warldwide caused by parasites of the genus Leishmania n scoondsnae
with the spedes involved and the immunological status of the host
this dise xse exhibits 3 specrum of clindcal manilestations: culaneus
(Ll mumartaness (MLL and viscersl leishmanizsis (V0L abo
lemevwen a8 kails-aomar | 1)

Adverraasions O, Osmamebmss Le bfvnandacis; ML mmm
[ra S i WL, wikoeral 1L e TP, gl
riidylmsk; PG, Npapleasphog lycan; (IFLS, Gy oaseamlplapalipits; sAF, sacrered
achd phocphamse; sPFGS, sommd peoasinpbacpbg hca; FIG, [proma sSpas Secnes.-
ry gel; TLE, mdl-Nike rece prors; MyDEE, Mtyeloid Gl e nelashon |primary B Epodcs g8 ne
& PROC, porone s ioina = O NS, incleciide minec owide graciuens; MO, minsc owide; THIF-
e, DT Mabrocks Gaond & IR, inereron; 1L, inverkling LS, Nipopolysacchasde:
BAAPE:, miTgen-abaed pronsn Moo ERK, oo Bolar-shmal regalaed -
mumhmmmmmm-m B, -
o Gal, galanas Gals, gale CalMbr, Ml
Halamncandng | DT, desadirkic ooll; ‘.H_Incﬂ mmlm
maeoalar pomnerna, BETS, neermphidl @xsvacelelar waps
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akin lesions generally sl Fhesl tha develop st the sive of the bite of te
sand My OL is mest frequenty consed by Leish i g, Ledsh i
aerhiopio and Les hmania trogeca in the Odd World and by [=ishmania
bramlienss, [ichmnna gupanenss, Leishimania panamensi, [eich monia
peruviana, [eishimonia mecicana and relsted $pecies in the New Waorkd
America [2].

A variant form of cutanecus leishmanisis, called muoocitaneus
leishmanizsis (ML) is crused by L brariliencs, which has 2 tropism for
musern phages of the ornsophary ngeal region and produces 3 mm-al
gramuloma that eventislly destroys e nese snd mouth [ po namrerss,
L gpanensis snd [echimania amamnenss hive also been msocised
with ML |34 Another type of CL is diffise cutaneous | eishmaniss g
[DHL), enimed by [ amaronenss 1t i charsae rired by 3 chronic, pro-
gresgive, polyparasitic vadant and 8 manifesed by disseminsted
mon-ubcerative skin lesions 1]

Finally, VL is :hmm:mtdmmupmumm
severe clinical munifestton of I=izh i L b
danovand and Leishmama infonnen [syn. Leshmania chagesi) in the
O and Mew Waorld are the species that are implicate d in this dise xe
|5} The parasite disse minates and infects macnpheges of the iver,
thee spbes i and the bone o ow and muy be Gieal when wibrexted |5 ]
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The genus Leishmania is sub-divided in two subgenis scmrding to
the behavior in the sand fly gut In the subgenus Lo hmania, the par-
asites are mainly found in the midgut and fregul. wheress in he
subgenis Viannia they are sttached to the hindgut prior to migration
o anterior parts | 7]

2. The life cycle of Lefshmania

The parxites have a notable capacity to svoid destruction in te
hastile environments encountered in their il cycle, alternating be-
tween wo stages: (lagellaed promstigotes in e digestive tract of
ithe sxnd fly vecis and non-motile amestigotes that prolilerate within
mamophage: of the mammalisn host. Promestigotes can be further
clusgified a8 procyclic promestigotes, which multiply in the gut of the
sandily, or &5 the infective mon-dividing metscyclic promastigotes,
which detschirom the gut epithelisl cells and migrate towards the an-
terior end of the digestive tract | 8]. Transmizsion of the parxsite in the
mammalisn host occurs during the bite of sand fly vecior, of either

the genus Phisbotomus [Okd Workd) or the gems Lutmmpia | New
Warkd) [9] (Fig. 11

3. Major [dshmanda glycocon jugates

3.1 Dverview

Ta survive swocessiully and multiply within these two hoestile envi-
ronments, the parasites mest undengo profound biochemical and mar-
phological adaptations, including the expression of ghycommnjugates
compsed lirgely af moleailes attached by glycosyiphes phatidyl inosital
[GP1) anchvors |10) GP1 mal eoules are typicd ly considensd xs anchors of
surface molecules swch x5 proteins 11,12 ) present inmost il not all ew
karyotes, In [ishmania, however, these GPRandhored malecules include
lipophesphoghycan [LPG). gheooinesi eviphos phaoli pids [ GIPLs | ghcapra-
teins 63 [ p63) and the proteaphosphoghyean [PPG) or ey e secreted

a8 protein-containing phisphoglycans (PGs). induding the seqeted pro-
teaphasphoghyesn | SPPG) and 2 secreed sod phs phatse (AP [13) 00

(I

(IR}
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W o s ar seroses %-MM:N‘ D-.-.u:-l.-.xl.rd @-Bh.:sp\rme
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rthis review, we will s on IPG and GIFLS on New Warld species of
Leis hrmania. For information on gpa3 see relerences | 14-17]

33, Ingrspedes and intraspeciss variation in Lipaphesp hogly can

The most studied surfsce glycoconjugate is LPG, which forms a
dense glyooalix covering the entire surisce of the parxsite and the
fagellum |10} LPG i predominantly expressed in promastigotes
andl i virually shsent in the intracellular smastigotes | 18-20) LPG
Thaes besen biochemically char serized xnd paly morphises inits srue-
ture are critical in the specificity of Leihmania to different vedoms
The recognition of binding sites in the epithelium by the LPG is a
crucial sep preventing loss of the parxsite during the excretion of
the digested blood measl |21.22) During the differentistion process
of metsoydoge nesis, LPG undergoes crucisl changes in structure (dis-
cussed below) |23 |. Understanding varistions and the LPG structures.
are arucisl for the comprehension of the mechanisms of how pars-
dites survive under extremely sdverse conditons

In Lejshmanda, the basic PG strudture consists of four domsing
[Fig.2): [ 1) & lipid anchoreharagerized by 2 1-0- sliyl- 2-ly so- phes pha-
idylinositol containing either C24 or £26 25 the aliphatic substituent,
{2) a glyan core, consisting of the sructwe Galf el 6)Galf a1, 3) Gal
(P13 Clefex] POy JManfe], 3jMan{ al,4)-GleMiax] L (3) 2 bakbone
repeat units (G, 4Manfa1)-POy) and [4) an oligessecharide cap
aructure | 1024 Strucural snalysis of LPG from different spedes
revesled comple conservation of the lipd andor and the glyen
core. The pal ymor phisms among [eishmonia species are in the sugar
compdsition and sequence of branching sugars attached o the repest
units and in the cap srudune [25).

The pioneering studies involving LPG characierization included
einly Ok Workl Species such x5 L donovani, L mgor, L ropis and L
aethiopio |26-30]. In contrast, many xspects on the glymbiology in
New Warld Leishmanis are still undknown. The first LPG charscen zed
in & New Waorld species was from L medoans procyclic promas i gotes,
where the C3 hydryl of the repest unit galsctese i panidly

substituied with P-Gle residues in approximately 205 of the repest
umnits |31 ] [Fig- 3). This species exhibits tres types of terminally man-
nisylated cps induding Manod-ZMan,  Manod-2Manod -2Man o
Manel-2 (G alfl-4 JMan_ For this s pecies, the structure of metsoyelic pro-
mastigotes LPG i still unknown so that there is no evidencs that it
changes during metscyclogensiis However, 2 large number of studies
harve looked at the interadion berween this species and the vecor L
longipalpis that will be described in the nest chapter.

Ten years iter after the descriprion of L medcana LPG, the LPG of
L infan s [ strxin PPTS) wis charscterized |32 [Fig 4). Similar to L
mexicana, it 150 posseses foghuome reddues in approximately 1,3 of
the repeat units The expresion of these glumse residues are down-
regulsted in the metscyclic stage after metaoyd oge nesis. Differently
from L sedomna, L oinfanium cps are terminally galsctosylaved and
glumaylated, represented by Gal{1.4)Man with lesser amounts of
the trissccharide Gle(f1,3)Gal (31.4)Man, respectively. The expres-
sion of PGl residues in both the caps and the side chains of LPG
were sugpestive of being determinant for the binding to L longi palpis
midgus. The number of repest unis in procyelic and metscyelic LPG
wis determined 1sing apillary elecdrophoresis (CEL The repeat unit
numbers were 19 and 34 for procyclic and metsoydic PGS, respec-
tively |33 In conclusion, similer to Ol World spedes, L injintum
LPG alio increxses in siz after metacyclogenesis due to an approi-
mae doubling in the number of repest units.

Following the description of L infantum LPG, the first LPG struc-
e from a Viannia species was provided [34) [ Fig. 31 In L braziliens
PG, & different mechanism in the crbolydrate regul stion inthe LPG
side-chains wis olserved The L [V.) bragliensis LPG fram the procye-
lic form is similar to the L donovand [Sudsn), being devoid of side
chaing that branch off the Gal-Man-P dissecharide backbone [29]
while in the metscyelic stge it containg one of two PGl residues
2 side chaind. This up-regulation is the apposite that is abserved for
some 5pedes belonging to the subgems [sshmania For example. in L
danenvani [India) |26) and L infoantum [Braxil) [32), dewn-regulation of
PrGle residues ocour during differentistion into metscyelics The caps

Mduﬂ:ﬂmummutﬂw:hmwddmdum
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Fig 4 Schesaric diagram of difleness gyjpes of LRG (1, B amd W) S MNew Wield Leishma iy igfianem soroies. The ma i diffenesce obsraed om S nepa Sog wnirs from L éyimsom
it ke degres of B 1,3 ghacosy i soa that caregories Mase LPGa i dhaee classes: Type-1 LG wish mad side chain ssbainafions; Type -3 LPGs wirh o glacoss side chain
subrinetions onThe e paing s aned Type-I LPGs wirh mee or mave glacode sile cha i seberiatons [32.35].

of L braviliensi were not fully elucidaed b quaitsive analysis of
o ocharides using CF indicated the presende of mannose, ghiooe
amil galsctese [3:1:3) |34)

An unknown sspect of the glheobiology not only in the Mew
Waorld, but also in Old World species, was the level of intraspecies
polymorphisms in the LPG strudtures. Recently, the repest units of
16 L injinsiim 5trxins from Brazil, Africa and Europe were evalusted
The results indicated that intraspecies polymaorphism in L infanturm
LPG is very low and most of the strains [-90%) are devoid of side
chaing. One strain [PP75) had a B-Gle substitution in the side-
chaing, wheress strain BHAG had up to three glucose side chains.

Tabde 1
Suadies an UPGE aned CIPLS o Mevw and 000 Wik Lo gpeacies

Chpoconjege [
L donovand RSN ]
L major [1927,28 155)
L mopia a3
L aerhipic 2]
L mesiana B1]
L infasram
L hvmilivesis 4]
L domwand 18]
L majar [135 140)
[ 147
L 142
L me sana 140,157
L panamensis 138
L infarem andl. drovibesi 154

The later was the first reported exam ple of 2 poly- gloosy lated LPG
|35) (Fig. 4) PG and GIPLS structures desiribed are represented in
Table 1.

3.3 Interadion with the sand fiy

It has been postulsted that inter- and perhaps intraspedes-
apedfic palymonphisms in the phasphog lycan domains of LPG might
be arucial for Leishmania specificity to a given vedor [9.21,22 36)
Many studies have sddressed this issue which has led pothe intense
discussion of permissve and specific vectors Although some vedors
muay be infemed and sustuin infection by different Leishmonia species,
some resul t5 have been controversisl regarding the rale of LPG in this
proces. For example, L major can only infea and sustain infection in
Prhlehe s po patas | 22) On the other hand_mamy specied can inter-
et with different aand fly midguts and even L mexicana LPG-defic ent
mutants could sustain i nlection in permissive vecors |37 More im-
portantly, some conclusions were derived from the in vitro model,
wihich has limitations a3 recently demonstrated |38 ) and many chal-
lenges and questions still remain to be el ucidaed |39)

The firststudy using the in vitre binding system in L longipa lpis and
L infantarr hewed il ar results to Old Wl d species L donova i and
L smagjor. Differendy from metsopclic PGS where the lipid anchor vweas re-
mived by phesphaolipase C restment, procydic PGs were ableto sttach
anil inhibit parxsite sdhesion |32 | In spite of having 2 strong evidenes
Tor the existend of 3 midgut receptor, no vailsble i nformation exists
for this fly receptor in L longipalpie Only for L mojor, & galectin reeplor
s, b fvunad in the midgut of P, papatesi [40{. Four galecting [A-D)
Tharve beeen neported in the o amso piome of L ongipa ipis |41) and their
ke a8 putative ligandsfor LPG and parasite binding should beex plored.
Since this spedes s thought to be very permissive |42] it is sl

Plexse cite this artide xs: RR de Assis, et al. Glyoooon ugates in New Waorld
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undonen if the exisence of 2 recepbor could be similer xs that observed
for P. papates. 11 was demonstrated that LPG- independent mechanisms.
myy exist in permisive wndilies such & glyopoteins bering
N-acetylgalectos amine (GalNAC) residuss in the midgut of Phlshotors
arabiois |43 | Inthis wor k. ipgl- mutants [unasble & synihesive LPG ) of
L magjor vere sble to sustyin infection in this permissive vedor and L
longipalpic. However, thise combinstions sre not the ones acouring
in nature bt the development of L infintum mutans ould help o
sailve this gap invelving the permissivensss of L langipalpiz Another in-
teresting example is the finding of L mojor/L infnum hybrida Those
hybrids expresed mastly L mgior LPG, which ensbled their infection
in P papatesi Although both species coukd survive separ ielyin the per-
rmissive L langipalpis, [ infntum was not sble to survive in P. papatesi
| |1t ves recently demonstrated the oocurrenoe of intraspecies poly-
marphism in L infonsim LPG. The biological role of the three types of
LPFG {1, 1 aned M) was studied during the interacion with the vectar
L longipalpiz. All strains aould sucoessfully sustain i ndecion in this vec-
o dlermanetra ing no sppanent elfect o LPG paly marphismsin this pro-
cess. Even the strain from Pormgal [IPT1) developed very well in
L longipalpis; consistent with the idea that introduction of L injfntum
in the Americas was made posgible by the presende of this perm isive
veaar [43)

Onily two studies have sddressed the presence of midgut binding
aites for L brarilienss in is sand fy vectors. This spedes belongs 1o
the subgenus Vianmia | 7], known to startits development in the pylo-
ric trisngle priof to anteror migration to mouth parts (g 5) In this
sende, he parin binding proteins [HBPs) from L braglisnsi promast-
wmmenrmﬁummmmmmmﬂ

dia and Lu i i This clas of proteins
wu;u,ggumimhnummdummmmmmw
vertebr ate hist but inhibitions 234y s were not performed to confirm
this ides [45) On the other hand, wsng the in viero binding model not
only PGs form procydic bat abo metscydic parasites were able to
bind and inhibit parasite sdhesion in the midgus of L intermealia
and L whitmoni This may suggest that PGS are necessary not only
for attachment, but also for their migration towards the insects
mouth parts |46). The umsual pattern of s dment by metaoydics
PG in this species might be a result of its perypilarizm behavior and
should be more explored. A mising step in this intersction is how
metsydic parasites could detsch A “second™ metacyclic stage has
e Suggested |36.46) and 2 model i proposed [Fig 51

bt il Hicvvese vy, Mo o oy el (ROCWNTS i O I T e e -

34, Secreted glyenconjugates (2APs and PPGs)

All spedes of Leishmania, except L mgjor, shundandy secrete sdd
phesphatses [APs ). These highly glymaylated proteins are relexsed
by promastigotes not only in their life cycle in the sand Ny but ska
wnder aenicoul iire conditions. Similar to LPG, they are very palymor-
phic 2nd sk increxse in size due 1o changes in phes phog yeas ylation
during Leishmania metaryclogeness. They can be found in monomers
o ol ymers depending on the speded The sAP of L donevani is seaeed
& monomers and aligomers of the phas phog lycoprotein, wheress in L
riead e, [ bl fenaie aned [ armo mnen s, SAP consists of extended fil-
aments that contuin multiple units [47-52). The AP structure in L
it in not known, bt it does not seem 1o inmexse in size after
metacycloge nesis |32

Mare recently, the role of other glymoonjugates such a3 secreted
proteopheasphoglyans [sPPGs) have been studied using the model
L infansum and [ mexicana in L longipalpis shedding new light on
the mechanisms of parxite ransmisson during the bie of the sand
My This glymoonjugate i part of the promastigote secretory gel
[PSG) that blocks the anterior part of the sand ity gut and is relexsed
during the bite having im portant nsequendss o pard site f Xmsmis-
sion and establishment in the skin of the mammalian hoest |53 -56)

15, Glycoconjugates in vertshrate host-[sishmania inferadio s

351, Dverview

L v it cvmpr e & e spectrum of dindcal maniles tat ons
depending on the species involved. However, it is not known to what
exient varistion in surfre glycoconjugates may drive palartzation of
THI /TH2 responses and determn ine the outoom e and i mmuno pathalogy
of the diseate

PG i crud al not andy for the iner scion with due i mvenebeate host
a5 reviewed above, but also for the early steps during estblishment of
the infection In L magjor, sfter internalization and differentistion inta
amudtigotes within the parxsitophonous vacudles v thin macno phages,
PG expression is significantly reduced with grester expression of pro-
tenpls phog yens [PPGE) [57) which share emmon glycan features
with LPG. Another cliss of related glyeoconjugates is the glyminaesinl-
phesphalipids [GIPLs), which are present either in promastigotes of
amustigotes, the replicating form during the course of infedion in the
verebrate host
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In general, LPGs from either Mew or Okd Leishmania species have
been reported to participate in 2 variety of processes during the es-
tablishment of infection in the vertebrate host Thede prosses in-
clide: resistance to the lytic sction of the complement system,
sttachment and entry ino marophages, protection from protealytc
damage within scidic vacuales |S8). inhibition of phagosomal matu-
ration |59], modulation of nitrie axide [ND) and IL-12 production
|G0-62 |, inhibition of protein Knse C |63 ) induction of neutrophi
extracellular traps [METH) |64) and induction of protein kinase R
[PKER) 65|

Upon ineculation by the sand fly in the host skin, several lhulsr
andd maleol s events ke place in the site of the bite. Callulsr om-
ponents of the innate immune sysdem are determinant during eardy
ateps ol infedtion not only in [efmania bat slso in other Protazos
Dendritic eells [DC), natural killer [NK), neutrophils and macro-
phages are some of the key ek d i responde to the par-
asite The sctivation of those cells is essentisl for the development of
polarizd Thi lymphooyes and the estsblishment of 2 salid scquired
cellmedisted immunity. The sbility of the celluler innse imnmmne
compartment in orchestrating an inital effegive immune nesp

3531 of phages ame-end
LPG

Mt of the studies of phagosome matiraon are restriced o 0ld
Wiorld species of Leihimania In general ot the onset of infedion, pro-
muxstigotes of Leishmania are internalived by macropheges ino pha-
gomes, abo named parasitophorous vaooks. These structures
undergo & sequentisl series of fusions with endogytic organelles and
Iysmmomes generating & potent micobicidal compartment. Leishmania
promastgotes developed strategies to survive intracellulary in the
Iytie environment of phagolysosomes |S986) It wis demonstrated
that LPG inhibits phagol ysosomal biogenesis, thus proecting invading
promastigotes from hydrolytic degradation and providing an environ-
ment propitiouws for their differs niistion i nio am astigotes |86 Fur ther-
maore, there i evidence that phigeiomes contxining [eishimonia
promastigotes displyy low husogenic properties toward endocytic or-
ganelles Also vamales formed sround [ donovand lpg-defective mu-
tants promote, during the exly phase of macrophege infection,
complete destruction of the parxsie ciused by exemive endomomes
uul}mmutumlﬂllmﬂulllﬂlmmmmm

Jimdon and eocidative burst by

wil ] e i oyt . during Subsequent stepds of infection, such xs chronic,
re-infection and immunopahalogy |57]

The mechanisms undertining the ability of Leishmania to circum-
vent the hest defenses to get soces and multiply intrsceliulsrly ane
surprisingly @mplex and diverse The infection owlcome depends
ot anly on the species and vindence of the parase b slo on e
macophage subpopulstion and their state of sctivation. Leishmania
parasites are sble to recogni® and gain soeds indide the macrophage
through several phagocytic receptors including mannose- hucme re-
ceptor [MFR) [68-70|. complement reepiors (R1 and CR3 [71.72)
and also exploiting Fereceptor |71.74]. The mast commaon pathogen-
ssocisted maleaular patterns [PAMPs) in Leshmania are LPG and
GIPLL They are recognized by oll-like receptors [TLRs) by different
ol types, inberfering with signaling transduction pathways |75-78]
Some of those survival strategies will be discissed here and in the
next sectiond

352 LPG inermaction with cellular componenis

The evidence that LPG is 2 multivirulence faciorwas based prim arily
on in vitno studies wing the purified molecule. Some studies have
demondtrated its importande and diversity during the host response
to Leishmania species. Old World species such as L mgjor LPG mu-
tamts Fail to infect and sustsin infection in macnphages, wheness in
L mexicana the parasites could develop normally |79-81 |

Ithas been shown for L imajior that newtrophil s ane the first line de-
fense xgains infection ariving at the ste of infedion before inflam-
matory macnpheges, due primary Langets for parasite replication |52 |
The importance of Leihmania LPG interaction with neutrophils has
been abo demonstrated on L donovani Ipgl{—/—) and lpg2{—/—)
gene mutants. It wis demonstrated that LPG drives the persience of
the parasite on tight, non-lytic. compartments inside neutrophils, and
Iith meutants Lcking LPG wiere unable to prevent the fusion of e pha-
gosnme with lysesomes and the formation of 2 lytic envirnment, lal-
liwsresel oy pracracsi e eilling |83 |

In L amaranensi, the rle of newtrophils in the inidal steps of in-
fection has been recently demonstrated wing & phagocymnss-
independent killing mechanism medisted by newtrophil extr s hilsr
traps (NETs) Thise structures are wels @mposed by chromatin and
gramular profein having microbicdsl efea sgainst pathogens including
Tungi and bhacteria | 84]. Mot onlythe parasites but slio purified [ amams-
nenzi PG were able 0o induce NETeSE in a @l and dese-dependent
mmnner |G4). On the other hand e Old World species L donovani
S@ems 1o indtue NEToss independently from the presence of LPG and
£p63, also LPG kmockout mutants display an enhanced susceptibility to
NET4 dependent killing, which indicates 3 protedive rale of IPG onthis
apecies [B5]

fusian can be restored in phagosomes containing [
mmeximna by 2 dovwneregulstion of LPG expression, Deilitating transfor-
mation of promestigobes ink smastigobes

The moleailsr mechanisms by which IPG inhibits phegsame-en-
desome fusion in Mew Worldl spedes are still poorly understood.
Many reports have evalusted the role of proin kinxse C o (PKGx),
ool the com ponents inval ved in the prodess of L donovani inde dions.
PO is ssocisted with the phagosomal membrane snd phosphary-
laes the myrisoylated alnine-rich C kinse substrate [MARCKS) a
membrane protein 8 socised with actin-based motility and with mem-
brane trafficking This pathweay leads to the movement of both lyso-
s andd phagosomes. on microtubules |88 89). In macro phages, the
imhibition of PKCox by L dongvani LPG lesds i the inhibition of F-actin
depaly merization st the phegosomal membrane, svoiding the fusion
events for the delivery of endosomal antents into the parasitophonous.
vaouales [9091)

The inhibiton of PKOx by LPG wis also olserved in L mexicang
Interestingly, L mexicana IPG was able to inhibit PKCa sdivation in
susceptible BALR/c mice but not on the resistnt C57ELEG mice. This
was also scompanied by oxidative burst inhibition on BALEk mice
anil not on CSTBLE |92 |

Inaddition to phegesome-endmome fusion inhibition, it has been
shiwen that LPG s able 1o insert into the surface of the lipid bil xyer
after internaliztion of promastigobes |93,94) By inderting into the
membrane lipid bilsyer, the LPG modifies its physicsl organization
and disrupts spedalized membrane migodomains [lipid rafts) and
normal fusegenic properties. This dese interaction with the elhulsr
membrane cases o redudion of promatigote phagocytosis, oxidative
burst inhibition by preventing the asmembly of the NADPHa: idxse

complex, nomal cellulyr signaling and phagssome scidilication
[a5-100]

3.54 Maduladon of indudhle niric axide gnthase (INOS)

Hestinvasion by pathogens frequently indwoes saivation of many im-
ennekegical medistors, induding chemakines_cytokines, sdlesion mal-
eculed, and enzymes that produce seondary inflammanry medistors
such 25 ND. In memophages, iNOS expression is sctivated by 2 mumber
of immunological stirmdi, sudh x5 IFN-y, TNF-co and lipo pol yasoharide
[IPS) | 101) aned catalyzes the synthess of high conentrations of NOD
|102). Leshmania has medsnisms that interfere with NO producion
anil ths Escilitate survival indde the el It is also sble to inhibit mny
of the cytoki ne-inducilie macrophage funadion necesary lor the devel-
opment of m effedive immune response | 103

Early studies demaonstrated that L major LPG induced the produs-
o ol TFM-+y, anel the ext pression of iNOS, resulting in hast protection
and parasite resistance in the mouse model |104,105) The impor-
e of iNOS was further confirmed when mice cking he enzyme
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were unable to control infection in vive and their macrophages did
ot eliminate promastigotes in vitro | 106] Tumar negosis olor-a
[ TMIF-ix) 5 & Th-ty pe proinflammatory ookine o ucisl for ND geners-
e in IFN-+y-primed m sorophages i nfeced with L majar |107 | The im-
prortamde of THF-a and MO producton was studied inmice infected with
L tvagjor, where mutants frthis cytolkine ve renot sbie to resior o infec-
i | 108 | In another saudy, L mgjor PGS symengi 2d with IFN-y stimu-
Luting the mscrophiges to expres high level af iNOS and this induction
wis enrrelsted with the complexity of PG struchunes |61 | Similardy, in
the New Warkl species, in vitro studies showed that IFN-+ primed
macrophages expoted to different types of L infannm UPG triggened
Thigher MO produdion by more comples type 1 and 01 LPGs |35 On
the other hand, L amarensnsis prom st igotes inhibited the NO pro-
duction induced by LPS in ] 774-G8 macrophages | 109). Furthemmaone,
L miescicrana PG wexs alsbe 0o i neluce THF-0x via TIR2 and this production
wias dependent on the integrity of the lipid anchor [75) Thas, either for
O o New Warld s pecies of La shimarnia | LPG was not able o induwe NO
in unprimed macropheges

355, Cellular signaling and cptekine produdion

There are multiple ways by which infacellulsr pathogens like
Leishmnnia take sdvantege of the hiast cells madhinery in onder 1o
survive and replicate. Interference with the host macrophaeges signal-
ing transdudion pathways is one of the survival strategies used by
the paraxiites [T8] Thise mechanisms oour due o events of phos-
phorylation 2nd dephas phorylation in cascades of kinxses and phos-
phatses. Mibgen-sctivated protein kinkes [MAPKsL NFE-KB
pathways triggered via TLRs and CD40 have been implicatedin Leish-
mania infedion [reviewed in [110]). Leishmona LPG has been
reported to sctivate innate immune signaling pathwas in maro-
phages and MK cels through TIR2 |7576) In vive studies with
kmock-out mice have further demomstrated the i ol other
TIRs during Leishmonia infection [reviewed in [111]). In L major
anil L donovani the roles of MyDBS, TURZ, TLR3, TLR4 and TLRD have

been demonstrated |7577.112113) In L infnsen, TURD, IL-12 and
ey eboid DO are impor tant for the sctivaton of NE ek in antool ling
ithe parasite| 114 | On the other hand, the devel opment of 2 protect ve
i e Fespomse o L mexiong inthe murine model does not sppesr
o requine 1L-12 semetion| 115 ], possibly contributing tothe dispens-
ability of IPG in this speded In contrast, in vitro studies demonstraed
that dendritic cells mount & LPG-dependent proinflam matory tran-
scviptional response to L medona |116) In another study, L smexi-
cana LPG was sble to differentislly impair the nuclear transl ocation
of NF-kB in monocytes with  subsequent decrexse in the 1L-12 pro-
dudtion [117] In L braslienss, 1L-12, THF-ix and iNDS were ritical
in the outtme of the disesxse in the murine model [118) Further-
moTe, in this species the role of MyDES was cnsidered indispensable
for the generation of protective immmunity, whereas TUR2 had & regu-
lairy role during the infection | 119). In L amam nens, dismuption of
the CD40/DM0L intersction enhanced the infection of the parasite,
resulting in low production of IFN-y, lymphotaxin-TNF and NO
120 Inbane mamow-de rived mast cells [BMMCS), the TLRZ expres-
Sion was higher in C57EL/S than in BALB/c mice. This 3o resulted in
incressed levels of THF-o, IL-10 and MIP- 1o after invitno stimul stion
with L mexicana UG | 121 | Altogether, these studies indicate thatthe
essential components of & protective immune responde myy vary
depending on the [sshmania spedes and the mouse subset fom
wihene the cells were derived Some of thase mechanisms ane repre-
sented in Fig 5.

The MAP kinates are an important group of serine/threonine sig-
naling kinuses that sre sctivated by dusl phasphony Ltion in res ponde
to diverse extracellular stimuli, linking transmembrane signaling
with gene induction event in the nuclews |122123] The first in
vitro study using [ major metscyclic promastigotes and synthetic
PG indicated that LPG differentislly regul sted 1L-12 and NO produc-
e inm o ophages. This oaurmed ol MF-kB activation
and the suppressive effea abserved on IL-12 induction was resulting
of ERK1/2 MAPKS sativation | 124 |. The role of LPG in the sctivation of
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MAPKs was confirmed by ipgl- and lpg2- mutants of L danovani.
Thise paradites were sbie to sctivae higher levels of ERK1/2 MAPKs
andl could not sustin infedion [125). In another study, Leishimania
LPG stimmulsted the saivation of ERKS, p38 and JNK. and this sppesred
o e necesaary for AP-1 sctivation, IL-12 and ND production | 126]

Another important group invalved in cll sgnaling is protein kinases
[ PKICs). They rea By of a0t 12 serine-threonin kindses sdivated
by membrane phospholipids and se key kinses for sctivating effetor
gened and mount 3 protedive responde sgaint pgressor pathogens
1127). Respirsiry burst sctivity and NO produdion are regulsted by
phesphorylsion events medised by PEC Mot anly L donovani para-
aited, bat slso purified LPG & able to inhibit the axidative bumst
through PKC in magopheges and increxse intracellular survival of
the parasites The two mechanisms proposed sre that LPG might
ad xi 3 competitive inhibitor of PKC, o it @uld 30 & o deelstor of
Ca2 + that & required for PKC adivity [94.128-131] Regarding
New Waorld Leishmanio species, L mexicana purified LPG inhibited
PKCex sctivity in BALE/e macrophages, redudng the axidative burst
and inresxsing parasite survival [92) Another group invalved in
cell signaling is protein kinases R [PKRs). They are activated by a
number of stimuli, such 25 dsRNA, THF-w, IL- 13, IFN-y, and LPS
1132-134] In L amaronensis infection, an incresse in the sctivation
of double-stranded RNA [dsRNA Jdependent in RAW @l ws ob-
served. The parasites could negatively modulate NF-+B sctivation
and the subsequent NO production; this effect was @melsted to
the suppressive IL- 10 production [65] More recently, LPG from this
apeecies s fouwnd bo i neresse the PKR transer ptleve b and this elfect
wis via TLR2 |65

In conchuson, the mechanism of LPG influencing signaling events
is atill & ripe area to study parasite-hest intersction with Mew
Wil species of Lo hmania.
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4. Glyooinositolphos pholipids [CIPLs)
A1, Interspecies and inmmaspecies variation in GIPLS struetune

Besides LPG, another impornt cless of GR-anchored molecules
i Leis himania is GIPLs. They are the mostabundant glyeolipid empo-
nent of the el membrane and sre structurally analogous to protein
and LPG anchars |11 ) Due to their own structursl festures such x5
side chain modifictions and (ay adds substinutions, they can be
classifbed &5 2 metsbolically distng Gmily of moleaues rather than
a precursor of byproduct of GP anchors |135,136) Similar © LPG,
GIP1S are slis pabymarphic in bath g hesn snd lipd strudured sithough
& conde rved basic core is present in all Leishimania spedes studied to
date It consists of 3 Mana] -4GkcN core linked © an alkyl-scylglyeeral
ar a lyso-alkylglyesral through a phes phatidylinesitel {P). Different
Trom ather theere i nownssturated Bty sdd subs it
tion af the lipid maoiety [137]

These GIPLS structures are commaonly divided into three distinet
groups depending on whether the R-Mane] - substitution a<curs an
the 3rd, Gth or both carbons. When the R-Manal- sddition odawrs
on the Gth carbon of the proximal mannose, the resulting structurnes
are classified &5 type-] GIPLs [mainly M2 and M3 GIPLs) which are
structurally relasted to protein GP anchors. When the sulstitution oo
curs on the 3nd crbon the resulting GIPLS are clussified a5 Type-1
GIPLs [mainly iM2, GIPL-1, GIPL-Z GIPL-3 and GIPL-A) which are
struaurally relsted to LPG anchor. The third type is named Hybrid
GIPLs in which there i R-Mana1-3ulstintions to both 3nrd and Gth
carbons of te proximal mannoese resddue |11) [Fig. 71

The first GIPL structure was reported from L magjor. This early
atudy showed a highly galsctesylaed glycan modety linked o the
lipid anchor through 2 non-N-scetylsted gl uco<amine residue varying
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inlength and polarity |138) A more complete strudure came Liter
when it vas shown that L major expresses myrisd of GIPLs with a gen-
erail structuned expresed i R-Ga @1 -3Mand 1-3M ano 1 -4GkeN-P1 | 139 )
This novel cless of molemles ranges from simple Gal1-3Mano]-
IMan] 4GIN-F [GIPL-1) structures to more complex Gallfil-
3Gk 1-3Gakn 1-60al -3 Mano | -3Mana 1-4GcN-PFl (GIPL-A)  and
Galx] =60 2k 1-3G 2k 1-60.2L3 1-30 anoc 1-3 Mana] -4GkN-R [GIPL-3)
Alsn these GIPLS can be represented by its hao-alkylg heer ol counterparnts
or even have 3 Glo ol -6) residue sulstintion onto the distd mannose
133,140

Fallowing the strucniral analysis of the L major GIPLs, the structure
of L donovani GIPLS was elucidged Cherricsl analysis and enrymaic
sefquendng revesled 3 new GIPL profile that is different from L majoar
by being highly mmnnsylated. In [ denevani the predominmnt GIPLs
Tl subratitutions on both 3rd and Gth carbonof the proim al mannose
of the Mani | 4G kN maotil with muindy Crao. Cusg 20 Crgg ity scdda
The main GIPLS on this species are Mandal -3Mandl-4GkN-P1
[i50M32) Manel-6 Mane 1-3 ) Mana | -4GleN-P (80M3 GIPLs) and
M- 2 ane] -6 Mand 1-3) Mand 1 -4GleN-P1 [ isaM4 GIPLs )| 18]

T 1993, the first Mew Woorkd 3 pecies GIPLs wene charscterized [ imex-
icana GIPLs structure shared close relation to L major GIPLs with a high
degres of galscosylation xnd R—Mane]- sulstation & the 3rd carbon
ol the proximal mannese expresing mainly Galol 60 sl -3G ka1~
GGl 1-3 Mand 1- 3Mand] -4GkN-P1 [GIPL-3), Gabe 1-3G2kx 1-6Gal41-
IMand ] -3Mand 1-4GKN-P [GIPL-2) and Mand -3Manda -4GkeN-P
[iM2 GIPLs ) | 141 |

While there is a wide palymorphism onGIPL com position through-
ot different species, inrzspecific polymorphisnms are unknown. The
atructure of three different [ magjor $trxins together with other twa
0 Workd spedes, L aethiopica and L tropicaw.as analyzed |142 | Inter-
estingly, the intraspedfic variane of the GIPL ampsos §on was shovn
o be based muinly on relative quantities of esch GIPL spedes x5 all
strains of L major was shawn to expres GIPL-1, GIPL-Z GIPL-3 with
of withow their umterparts [ addition to a P-Gle to
the Manix1-5 residue). L asthiopia and [ trapica were $hiwn ta have
mainly mannasylated GIPLS much like L donovani abo differing on
their sbundance.

The first and only study sddresing 2 Vionnia subgems spedes
was in L panamensis It was shown that [ panamensis GIPLs had
some unswal ghean and lipid structures. Chemical analysis shoved
that [ panamensis GIFLs emprise mainly two ghycan cores, the
typee-ll GIPLS Manor ] -3M o] -4GIcH-P1 and the Hybeid GIPLs Mand1-
2Mandy] -5[Mandx 1-3 |Mano ] -4GkR-P1 with the umsual extentons
of Gake]-2GaR1, Gakl-2Gakel-2GaR] or Gabel-3Gako-2Ga1,
never olserved in any other Leithimania species. Another feature of L
panamens GIPLS, that is umisusl oom pared to te other spedes, is the
presence of dizcylghcersl lipid moisties rather than alkyl-scyl-
glycenal of 1-o-lyso-alkyl-glycerol. These are novel fegures of Leoh-
mania GIPLS, not ye tolserved in any other species | 136

Given that these maleailes e expresed in high capy nurmbers
on the surlsces of both promastigote and amastigote foms, wnder-
standing their role on [eishmania Wology 8 aucial B understand
heny these parasies ineract with their hasts This may lesd o alter-
native sirategies to control Leishmanios

42, GIPL ingeractions with sand [y and the vertebra e host

Although GIPLs are epressed in a high copy numiber, their function
on Lazhmonia biology is 611 unclear. Singe these malecul &5 share s com-
mon ellulsr enzyme machinery 1 GPlandhors, it is dificult to experi-
mentally determine their specific relevande in the overall Leishmonia
biology. In contrast to LPG, there are no svailable studies involving
GIPLs and sand fly intersction and this i an open field o be
explared.

The first reports on Leishmania GIPLS were purely structural, and
little wias known sbout their biologial significance. The first Gme

Leishmania GIPLs were linked to 2 possible role on infedion was in
1990 through the demonstration that GIPLS could interact with hu-
moral etors on the vertebrate hast. L major infeded patients had
high titers of anti o galscwayl antibodies | 139) This was Later oon-
i inother spedes such 2 L danown, L imexdionna and [ braslenss
[143]

A v onducted experimentally with LPG, several studies with
glycesylation mutants of Leilmania have tried to determine the im-
portance of GIPLs biology on the innate cellulir companment. Maost
evidenee points to 2 modul story efect by down regulating dassical
magophage sctivation thus promoting 2 silent. nod-destructive
entry into the hist cell | amoranenss snd L mexicana mutans Lscking
some of all GIPLs species have been generated, either by expresing het-
ernlogous phospholipases that candeplete mature GIPLS and their pre-
cursors of by knocking out genes responsible for the additon of
mannase to their structure. Although tese mutants had little or no im-
pact on promstigote growth in culture, asignificant redudion was ob-
served in vitro on [ amoronenss smastigote survival in macrophiges
andl & significant impad on L mexicana infectivity both in vitro and in
vive |144-147]. In & recent study with L brariliensis GIPLS it was
reporied that they arenot randomily distr ibuted throughout the pl xsma
membrane bl are rather xsociated with high specislizd micrado-
muins. Depletion of these structures in this species reduced in vitro
o phage infedivity | 148)

Seversl maleculsr mechanisms triggered by GIPLs have been
reported. It has been reported that TLR4 receplors are remgnized by
Trypanasoma crud GIPLS [149] and although Leishmania GIPLS are
able o intersct with cells, it isnot clear if this oacurs via TURS. It has
Ieen shown that GIPLs from L magior could inhibit the relexse of NO
| 150 Later, it was demonstrated that L mexicana GIPLs muld rapidly
sctivale protein-tyresine knxses (PTHs ), but with no cell sctivation
andl ayokine relexse 151 Interestingly, the PTE sctivation also re-
quired the minimal structine of Mano] -2 Mand 1- G4 2000 -4G1N-P1
(M3 and iS4 forms of L mexdmna) [137) and L donovani [18]
This glycan strudure can aommodate minor side chains sdditions
without affeding its sctivity. On the other hand, L medmna GIPLS
were wnabile to sctivate PEC |151 | Consistent with this information,
it was demonstrated that L major GIPLS and i syntheticlipid moiety
also inhibited PKC [152,153 ) Recently, GIPLs from L infantum and L
braglisnis were fbund to differentally inhibit NO production by
mouse macropheges stimulsted with IFN-y and LPS, with no effea
o THF-ix relexse |154 ). This olservation i important evidence that
Leishmamia GIPLs impair regulstory signals that can modulste the
et cell response. Although te strucunes of the L infantum and L
bragiliensis GIPLs are not fully elucidated, preliminary qualitstive
analysis on monsssccharide composition indicates that the former
s very similar to type 1 of hybrid, whereas the later is mnsistent of
& type 1 GIPLS | 154

5. Conchading remarks

A great mumber of sudies have implicted the impornance of gly-
coconjugates in Leishmania bialogy either in New or Old Warkl spe-
cies ol Letshimania The struaures of thise malecules have exhibited
& surprising polymorphism not only intra- but slo inters pecifically.
Additionally, the expression of tose molecules vanes scoording o
stxge depending on the hist, being sble 1o modulye a varety of
mechanisms to svoid parxsite destruction. Although there are many
questions still unanswered, especially regarding Mew Workl spedeq
the Leck of mutant snda predse host cells model warran further in-
vestigations. It i intriguing how the structure and biokogy of those
melecules hus evolved in Les hmarnds, espedally in the subgenus Wan i,
wher e wni que medhan sms of i nberacton ocour inthe sand (y and verte-
brxe host Overall understnding the mechanisms of how these
parasite-derived molecules modul sl im porint paresie-host inere-
tiong may result in sltemative mntrol strategie
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