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RESUMO

A utilizacdo da Leishmania-GFP tem facilitado o monitoramento de ensaios in
vitro e in vivo de infecgdo para avaliagcdo de farmacos leishmanicidas. A vantagem de
usar a Leishmania-GFP como uma ferramenta de quantificacdo da infec¢cdo sobre os
métodos tradicionais de fixacdo e coloragdo de ensaio in vitro € que consiste em
método rapido, de analise direta da amostra sem uma pré-preparacao. No entanto, a
expressao do gene GFP é heterogénea nas populacdes de parasitas transfectados e no
hospedeiro o plasmidio € perdido na auséncia de pressdo seletiva ao marcador de
resisténcia resultando em perda da intensidade de fluorescéncia. Os métodos de
selecdo dos transfectados sdo destinados aos promastigotas e ndao ha relatos de
selecao de amastigotas de Leishmania-GFP. Em nossos ensaios, a selecéo in vitro com
o antibiético geneticina das formas promastigotas-GFP foi bem sucedida, atingindo 90%
de parasitas fluorescentes. Na selecéo in vivo das formas amastigotas presentes na
lesdo de camundongos infectados com L. amazonensis-GFP foi observado tanto
reducdo como aumento em relagdo ao tamanho da lesdo e da carga parasitaria de
camundongos infectados, dependendo do protocolo utilizado. Contudo observamos um
aumento da intensidade de fluorescéncia dos amastigotas retirados da lesdo de
camundongos tratados com geneticina comparado aos nao tratados, bem como um
aumento da porcentagem de parasitas fluorescentes. A L. amazonensis-GFP foi
utilizada com sucesso para testes com farmacos, usando como controles miltefosina e
glucantime tanto em ensaios com culturas de promastigota e como em ensaios de
infeccdo com macréfagos. A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia foi dose-

dependente para miltefosina e glucantime. N6s também avaliamos se durante o
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momento de adesdo dos promastigotas em macréfagos peritoneais, o microambiente
hipdxico confere interferéncia neste processo. Na anadlise dos resultados verificamos
que nao houve diferenca na porcentagem de macréfagos com promastigotas aderidos
cultivados em hipbxia 6% de oxigénio comparado a norméxia 21% de oxigénio, mas
houve uma diminuicao de adesao na condicao hipdxia 1% de oxigénio assim como na
intensidade de fluorescéncia dos promastigotas. Concluimos que ha uma boa
manutencdo da fluorescéncia dos parasitas, usando ensaios de seleg¢ao in vitro das
formas promastigotas-GFP. Isto torna a L. amazonensis-GFP totalmente viavel para o
“screening” de farmacos. As formas amastigotas-GFP parecem ser menos sensiveis a
geneticina que as formas promastigotas-GFP. Sendo assim, as formas promastigotas-

GFP sao melhores para o processo de selecao.
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ABSTRACT

Leishmania-GFP has facilitated the monitoring of in vitro and in vivo assessment
of infection to antileishmanial drugs. The advantage Leishmania-GFP as a tool for
quantification of infection over traditional methods of fixation and staining is that it
consists of fast and direct analysis without sample pre-preparation. However the
expression of the GFP gene is heterogeneous in populations of transfected parasites
and in the host, plasmid is lost in the absence of selective pressure for resistance
marker resulting in low of fluorescence intensity. The methods of selection are used to
promastigotes and there are no reports using amastigotes. In our tests, in vitro selection
with the antibiotic geneticin, GFP-promastigotes, reaching a 90% of fluorescent
parasites. In vivo selection of amastigotes from lesions of mice infected with L.
amazonensis-GFP was observed as well as reduction in the lesion size and parasite
load. However we observed an increase of fluorescence intensity in amastigotes from
geneticin-treated mice compared to amastigotes from untreated mice as well as an
increase of fluorescent parasites. L. amazonensis-GFP was successfully assayed for
drug screening of using, miltefosine and glucantime, tested with promastigote and
infected macrophages. The decrease of fluorescence intensity was miltefosine and
glucantime dose-dependent concentration. We also evaluated adhesion of
promastigotes to macrophages; hypoxic microenvironment (1% O.) confers interference
in this process. In the analysis of the results we found no difference in the percentage of
macrophages with attached promastigotes cultured in 6% oxygen hypoxia compared to
normoxia 21% oxygen, but there was a decrease of adhesion in hypoxia condition 1%

oxygen as well as in fluorescence intensity of promastigotes. We conclude that there is a
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good maintenance of parasites fluorescence, Which makes L. amazonensis-GFP fully
viable for drug screening. The GFP-amastigote appears to be less sensitive to geneticin
that GFP-promastigotes. Thus the GFP-promastigotes are better for the selection

process.
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1- INTRODUCAO



1.1 Leishmaniose

A primeira observacgao do parasita Leishmania foi feita por Cunnignham em 1885
e, posteriormente, a descricao foi feita por Leishman (1900) e Donovan (1903) de
parasitas encontrados no tecido esplénico de pacientes na india (HANDMAN, 1999).
Em 1903, Ross criou 0 género Leishmania e denominou Leishmania donovani o agente
causador do calazar (DONOVAN, 1903). No Brasil, o primeiro a relatar a doenca e a
suspeitar do papel dos flebotomineos como vetores foi Cerqueira em 1885, na Bahia
(GONTIJO & CARVALHO, 2003).

A leishmaniose é prevalente nas regides dos tropicos e subtrépicos, desde a
Ameérica Central e Sul até o oeste da Asia e Sul da Europa (CUNNINGHAM, 2002). Esta
parasitose figura como um importante problema de Saude Publica, endémica em 88
paises, com incidéncia estimada em 2 milhées de novos casos por ano (HANDMAN,
2001; World Health Organization; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009). No Brasil,
tem ocorrido a progressdo da doenca, pois, no periodo entre 2001 a 2007, foram
registrados 185.037 casos de leishmaniose tegumentar e, no ano de 2008, foram
notificados 1.580 casos na Regido Sudeste (Ministério da Saude).

O ogénero Leishmania compreende protozoarios pertencentes a familia
Trypanosomatidae, apresentam ciclo de vida heteroxénico, vivendo em insetos vetores
na forma promastigota e em hospedeiros vertebrados, na forma amastigota (GONTIJO
& CARVALHO, 2003).

A Leishmania na forma flagelada promastigota parasita o intestino médio do
inseto vetor, onde multiplica-se por divisao binaria e ocorre a formacao de estagios
infectantes, os promastigotas metaciclicos que migram para a probéscida do inseto

durante o repasto sanguineo e sao inoculados no hospedeiro vertebrado. No
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hospedeiro vertebrado, a Leishmania parasita as células do sistema fagocitico
mononuclear onde diferencia-se na forma aflagelada amastigota e multiplica-se no
vacuolo parasitéforo até que haja o rompimento celular quando infecta novas células.
No momento do repasto sanguineo, o inseto vetor ingere células infectadas com
amastigotas que no seu intestino vao se diferenciar em promastigotas fechando o ciclo
de vida da Leishmania (HANDMAN, 2001).

O protozoario Leishmania € responsavel pelo aparecimento de doencas que
variam de lesdes cutaneas simples, caracterizadas pelo desenvolvimento de uma Ulcera
no local da picada, que curam espontaneamente; lesées cutaneas difusas que ocorrem
em individuos com sistema imunolégico deficiente; lesbes mucosas com destruicao
tecidual intensa e lesdes viscerais, doenca sistémica severa que quando nao tratada, é
fatal (MURRAY et al., 2005; HANDMAN, 2001, HANDMAN, 1999). As leishmanioses
estao tradicionalmente divididas em dois grupos: leishmaniose do Velho Mundo (Sul da
Europa, Oriente Médio, Asia e Africa) e leishmaniose do Novo Mundo (América Latina).
A maioria das espécies do Velho Mundo causa a doenga benigna cutadnea enquanto
que as espécies do Novo Mundo causam desde lesdo cutdnea até lesdo da mucosa
(BLUM & HATZ, 2009).

Todas as espécies de Leishmania sao transmitidas por insetos vetores do género
Phlebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia (no Novo Mundo) (HANDMAN, 1999). A
leishmaniose pode ter carater zoondtico, sendo os animais silvestres e domésticos
potenciais reservatérios do parasita e os seres humanos hospedeiros acidentais. A
leishmaniose também pode ter carater antroponético (DESJEUX, 2004; HANDMAN,

2001).
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A maioria das leishmanioses pode ser tratada, porém a eficacia do farmaco
dependera da espécie de Leishmania, da resisténcia do parasita ao farmaco, da
disseminacgao e localizagdo da lesdao no corpo do hospedeiro, estado imunolégico do
hospedeiro, toxicidade ao farmaco, freqiiéncia de recidiva e re-infeccao e faixa etaria
(GONZALEZ et al., 2008).

Os farmacos anti-leishmania incluem: glucantime, farmaco de primeira escolha, é
um antimonial pentavalente utilizado ha décadas e com varios efeitos colaterais
descritos (BALANA-FOUCE et al., 1998). Pentamidina, farmaco também de primeira
escolha e os possiveis mecanismos de acado incluem a interferéncia com a sintese de
DNA, alteracdo morfologica do citoesqueleto e fragmentacdo da mitocéndria do parasita
(DAVID & CRAFT, 2009). Paramomicina, um aminoglicosideo de formulacao tépica e
parenteral, sendo que a administragcdo topica €& pouco eficiente se aplicada
isoladamente, e a administracao parenteral é tao eficaz quanto os antimoniais (DAVID &
CRAFT, 2009). A anfotericina B, causa efeitos colaterais nos pacientes; seu mecanismo
de acédo é a ligacdo ao ergosterol da membrana do parasita (MISHRA et al., 2007;
CROFT et al., 2006; CROFT et al.,, 1996). Miltefosina, um lisofosfolipidio-analogo,
usado originalmente no tratamento de cancer, foi liberado para uso em humanos com
leishmaniose, mostrando resultados bastante favoraveis em pacientes com
leishmaniose visceral na india (CROFT et al., 1996); teria um efeito no metabolismo de
fosfolipidios, na biosintese de glicolipidios e glicoproteinas e induziria a morte do
parasita por apoptose (MISHRA et al., 2007; CROFT et al., 1996). Os antifungicos como
cetoconazol e fluconazol também tem atividade anti-leishmania, porém os resultados da
terapia sdo duvidosos (GONZALEZ et al., 2008; CROFT et al., 2006). Além destes

farmacos, alguns métodos de terapia fisica tem sido testados, como a vaporizagao,
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cauterizacdo, excisdo cirurgica, termoterapia, crioterapia (que € a utilizacdo de
nitrogénio liquido para tratar lesées individuais e destruir o tecido infectado), porém
todos estes processos sao trabalhosos e inadequados para lesées mudltiplas
(GONZALEZ et al, 2008).

O controle da leishmaniose depende de uma detecgdo rapida de casos,
tratamento precoce, controle de vetores em focos zoondéticos e do reservatério animal
(REITHINGER et al.,, 2007; DESJEUX, 2004). O tratamento é caro, téxico e ha
resisténcia aos farmacos utilizados tradicionalmente (CROFT et al., 2006).

No controle dos vetores, evidéncias atuais indicam que a nebulizagdo espacial
de inseticidas é pouco eficaz e que o efeito residual de pulverizacao na casas € minimo.
Além disso, cada mudanca ambiental seja um fenémeno natural ou pela intervencao
humana altera, o “equilibrio” ecolégico e o contexto do desenvolvimento dos vetores
(AMORA et al., 2009; GONZALEZ et al., 2008).

No controle do reservatério animal o carater zoonético de transmissdo acaba
limitando intervencdes eficazes; em animais domésticos, ha problemas quanto ao
diagnéstico de caes assintomaticos e as medidas de controle como eutanasia do animal
acabam sendo impedidas pelos proprietarios dos animais (ROMERO & BOELAERT,

2010).

1.2 Aspectos da patologia das les6es cutaneas

As leishmanioses cutaneas podem ser causadas por L. major, L. tropica e L.
aethiopica no Velho Mundo e L. mexicana, L. braziliensis e L. amazonensis no Novo
Mundo (EL-ON, 2009). As leishmanioses cutédneas variam em severidade, aparéncia

clinica e tempo de cura (REITHINGER et al., 2007). Dependendo da espécie de
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Leishmania, as les6es podem progredir em nddulos eritematosos, placas endurecidas,
placas escamosas e Ulceras com relevo. As lesdes podem ser secas, com crostas ou
acompanhadas de exsudatos (DAVID & CRAFT, 2009). Determinantes da
patogenicidade da leishmaniose cuténea, incluindo cura espontanea, persisténcia,
disseminagao e reativacao sao ainda mal compreendidos, mas estao relacionados a
viruléncia do parasito e estado imunolégico do hospedeiro (HERWALDT, 1999).

A leishmaniose cutanea ¢é caracterizada inicialmente como uma papula
eritematosa que progride lentamente para nédulo; com a evolucdo, é notavel o
polimorfismo das lesdes, sendo frequentes as ulceracées com bordas elevadas e fundo
com tecido de granulacdo. Histologicamente, € um granuloma composto por infiltrado
de linfocitos, células epiteliais e parasitas (HANDMAN, 2001). A lesao pode ter
regressao espontadnea, mas em alguns casos progride e surgem lesdes cutaneas e/ou
mucosas, conseqglente da disseminagcdo hematogénica ou linfatica do parasita
(GONTIJO & CARVALHO, 2003). As lesdes com papulas, nédulos ou nédulos-
ulcerados sdo mais comuns a leishmaniose do Velho Mundo e as lesdes ulceradas séo
mais comuns na leishmaniose do Novo Mundo (MURRAY et al., 2005).

As lesbes causadas pela infeccdo com Leishmania amazonensis, espécie
utilizada neste estudo, apresentam inicialmente um pequeno eritema que se desenvolve
em papulas que progride lentamente para nédulo, ocorrendo a ulceragdo de bordas
bem delimitadas e elevadas, fundo avermelhado e com granulagdes grosseiras
(REITHINGER et al., 2007; GONTIJO & CARVALHO, 2003). A infeccdo geralmente é
limitada a pele e sistema linfatico, apresenta cura espontanea e é suscetivel ao

tratamento, mas pode provocar a forma cutdnea difusa caracterizada por lesdes
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nodulares disseminadas nos membros e no rosto (WEIGLE & SARAVIA, 1996;
GRIMALDI & TESH, 1993).

O processo de infecgdo e multiplicagdo intracelular da Leishmania, juntamente

com a incapacidade do hospedeiro em diminuir a carga parasitaria conduz a uma

inflamacéao crénica com infiltrado celular e formagao de granuloma, apresentando areas

com isquemia e consequente hipdxia tecidual.

1.3 Interacao Leishmania e macrofagos

E descrito que a fagocitose do parasita € composta por dois eventos distintos,
mas constitutivos: a adesdo e a interiorizacdo na célula hospedeira (ZENIAN et al.,
1979). A infeccdo depende da interacédo de ligantes dos promastigotas com receptores
dos fagocitos mononucleares, tanto para adesdo como para a fagocitose. Essas
interacdes incluem ligagdo das moléculas de superficie do parasita ou opsonizacao de
moléculas derivadas do hospedeiro (SAMPAIO et al., 2007). A entrada da Leishmania
no macroéfago envolve a deposicdo de componentes do complemento, anticorpos € a
presenca de manose e proteinas ligadoras de heparina na superficie do parasita
(HESPANHOL et al., 2005; LOVE et al., 1993; BLACKWELL et al., 1985; BOSETTO &
GIORGIO, 2007).

Muitos estudos que investigam a interacado de Leishmania e macrofagos tém sido
descritos na literatura (SAMPAIO et al., 2007). As principais moléculas de adeséao
presentes na superfice de promastigotas sao: glicoproteinas (gp63) e lipofosfoglicanos
(LPG) sendo reconhecidos como os principais fatores de viruléncia (HANDMAN, 1999).
A ligacao de Leishmania aos macréfagos pode ocorrer por meio da interagao direta das

gp63 e LPG a receptores de manose/fucose de macréfagos (BUENO, 2006). Ja a forma
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amastigota apresenta expressao diminuida destas moléculas em sua superficie e

menos se sabe sobre as moléculas que participam da entrada do amastigota na célula
hospedeira (HANDMAN, 1999; KIMA et al., 2000).

Contudo, os estudos sobre a interagdo Leishmania-célula sdo importantes para

compreender se estas interagdes especificas servem para a aderéncia do parasita ou

se sao importantes também para a fagocitose (WYLER et al., 1985).

1.4 Relevancia fisiologica da hipoxia

Em tecidos saudaveis, a pressao parcial de oxigénio esta entre 20 e 70 mmHg
(2,5 % a 9% 0O,). No parénquima pulmonar, figado, rins e coragcao, por exemplo, a
concentracdo de O, esta entre 14% O, e 4% O,; em tecidos menos irrigados, a
concentracao de O, é mais baixa, por exemplo, no olho, de 1% O2 a 5% O, e na medula
0ssea, de 0% O: a 4% O, (IVANOVIC, 2009; LEWIS et al., 1999). Em varias patologias,
s80 observadas a ocluséo do fluxo sanguineo, a vasoconstricao e a proliferagdo celular
gue resultam em queda acentuada da pressao parcial de oxigénio (hipdxia) tecidual.

Hipoxia € caracteristica de neoplasias, arteriosclerose, fraturas 6sseas, artrites e
reacOes inflamat6rias (MURDOCH et al., 2005; LEWIS et al., 1999). Por exemplo, em
tecido dérmico lesado experimentalmente, a concentracédo de O, € de 0,7% O, a 4% O,
sendo que a area central da lesdo, composta por fibrina, plasma, infiltrado leucocitario e
tecido conectivo, apresenta os niveis mais baixos de O, (REMENSNYDER & MAJNO,
1968). A presenca de hipdxia nessas lesdes tem sido relacionada a inducdo de
citocinas angiogénicas e a sintese de proteinas da matriz extracelular, processo de
cicatrizacdo (MURDOCH et al., 2005). Por outro lado, em algumas patologias, a

angiogénese estimulada pela hipdxia favorece a progressao da doengca como no caso
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da retinopatia, artrite reumatoide e tumores malignos. Ha evidéncias de que dificuldades
na difusao/infusao de quimio e radioterapicos durante o tratamento de carcinomas estao
associadas a presenca de hipdxia nos tecidos tumorais (MURDOCH et al., 2005).

Apesar da hipéxia ter sido, por muito tempo, relacionada a efeitos deletérios,
como inibigdo da proliferacdo e morte celular, varios estudos tem demonstrado que as
alteracdes na pressao parcial de oxigénio sao fisiologicamente importantes, pois estas
alteragdes conduzem o organismo a um processo adaptativo, com a finalidade de
restaurar os niveis fisiolégicos de oxigénio. As respostas celulares a hipdxia variam de
mudancas no fluxo de ions na membrana plasmatica e alteracbes na proliferacao,
inducao de genes especificos e apoptose (HELFMAN & FALANGA, 1993; YUN et al.,
1997; LEWIS et al.,, 1999; KOH; SPIVAK- KROIZMAN; POWIS, 2008; SEMENZA,
2009).

As lesdes causadas pela L. amazonensis, espécie empregada nesta pesquisa,
apresentam parasitas em proliferacdo, migracao de células inflamatérias e infeccdes
secundarias com bactérias anaerdbicas (GIORGIO et al., 1998), caracteristicas de
tecidos com baixa concentracdao de oxigénio. De fato, recentemente nosso grupo
demonstrou que lesées murinas induzidas pela L. amazonensis sao hipéxicas (ARRAIS-

SILVA et al., 2005; DEGROSSOLI et al., 2007).

1.5 Efeitos da hipéxia em macrofagos

Nosso grupo demonstrou, pela primeira vez, o efeito da baixa tensdo de oxigénio
em macréfagos durante um processo infeccioso, com a L. amazonensis (COLHONE et
al., 2004; DEGROSSOLI et al., 2004; DEGROSSOLI & GIORGIO, 2007). A avaliagéo,

com diferentes linhagens de macréfagos humanos e murinos, demonstrou que o cultivo
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em 5%0, reduz em cerca de 50% o numero de células infectadas e os parasitas
intracelulares. As células estdo integras nestas condicdes indicando que fatores tais
como a capacidade de aderéncia dos parasitos na membrana do macroéfago devem
estar alteradas (COLHONE et al., 2004). A hip6xia também pode prejudicar o efeito dos
farmacos, glucantime e miltefosina em macréfagos infectados com L. amazonensis

(AYRES et al., 2008).

1.6 Green fluorescent protein e Leishmania- GFP

A Green fluorescent protein (GFP) foi descoberta e isolada do cnidario Aequorea
victoria, pelos pesquisadores Shimomura e Johnson em 1961 (apud SHIMOMURA,
2009). Em 1979, foi descoberta a estrutura quimica do croméforo GFP. Entretanto, a
GFP nao foi utilizada nos 30 anos posteriores de sua descoberta. Apenas em 1994 a
GFP foi clonada e expressa em organismos procarioticos e eucarioticos por Chalfie et
al. (1994).

A GFP purificada € uma proteina de 238 aminoacidos, absorve a luz azul com
pico de excitagdo de 470 nm e emite luz verde com emissdo de 509 nm (CHALFIE et
al., 1994). Esta fluorescéncia ndao requer nenhum gene adicional produzido pela A.
victoria e a formacdo do cromoéforo nao € espécie-especifica, ocorre através da
utilizacdo de componentes celulares ou por autocatalise (CHALFIE et al., 1994). A GFP
requer apenas a irradiacdo de luz ultravioleta ou luz azul o que proporciona um
excelente meio para o acompanhamento da expressdo génica e localizagcdo de
proteinas em organismos vivos (CHALFIE et al., 1994).

A fluorescéncia da GFP tem sido expressa em bactérias, fungos, plantas,

Drosophila, protozoérios e células de mamiferos (YANG et al., 1996). A maioria das
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fusdes de proteinas hospedeiras com o gene GFP sao fusdes em “tandem” simples, em
que o C-terminal de uma proteina é conectado ao N-terminal de outra proteina, o que
resulta em um marcador fluorescente para monitorar atividades subcelulares como a
expressao génica. Nesse caso, o gene que codifica a GFP é fusionado no quadro de
insercao no vetor, com o gene que codifica proteinas endégenas e a quimera resultante
€ expressa na célula do organismo de interesse. A fusao ideal da GFP com a proteina
hospedeira preserva tanto a fluorescéncia da GFP como todas as fungdes fisiologicas
da proteina hospedeira (TSIEN, 1998; LIU et al., 1999; CUBITT et al., 1995).

A GFP originalmente clonada da A. victoria, ou GFP selvagem, apresenta
algumas “deficiéncias”, como baixa luminosidade e atraso entre a sintese protéica e o
desenvolvimento da fluorescéncia. Contudo, felizmente, a proteina pbde ser re-
projetada por mutagénese de forma a melhorar essas deficiéncias e deslocar o
comprimento de onda de excitacdo e emissao criando diferentes cores, por exemplo, 0
GFP recombinante S65T (utilizado neste estudo) e EGFP (CUBITT et al., 1995). A
diferenca entre a GFP selvagem e a GFP recombinante S65T estd na substituicdo de
um atomo de hidrogénio por um grupo metil da proteina; resultando numa GFP
recombinante de baixa toxicidade, maior solubilidade no citoplasma das células e
fluorescéncia 18 vezes mais intensa (excitacdo 435nm e emissao 538nm), comparada
com a GFP selvagem (CRAGGS, 2009; CHIARINI & PENNA, 2003).

A fluorescéncia da GFP pode ser visualizada diretamente sob iluminagdo com luz
azul ou ultravioleta. O espectrofluorimetro é uma forma mais precisa de quantificar a
fluorescéncia GFP e nao requer a adicao de substratos exdégenos (CHALFIE & KAIN,
2006). Além disso, o uso da fluorescéncia como expressao de gene reporter permite o

uso de tecnologias que, ndo somente quantificam a fluorescéncia, como separam



12
fisicamente microorganismos com base na sua intensidade relativa de fluorescéncia.
Entre estas tecnologias, o citdmetro de fluxo 1é a intensidade de fluorescéncia de cada
particula que passa através da area de deteccdo do laser, permitindo analisar uma
populacao grande de células e determinar os niveis de expressao génica (CHALFIE &

KAIN, 2006).

1.7 Leishmania- GFP

A GFP também tem varias propriedades que sao favoraveis, como uso de gene
reporter, viabilidade, a localizacao citoplasmatica, baixa toxicidade, producédo continua
durante a replicacdo celular, facil visualizacdo e quantificagdo detectada
microscopicamente e por citometria de fluxo (“Fluorescence-activated cell sorting” -
FACS) ou através de fluorimetria (COLLINS et al., 1998).

O resultado da fusdo do gene GFP ao genoma da Leishmania, a Leishmania-
GFP, é uma aplicacao viavel que facilita o monitoramento de ensaios in vitro e in vivo
de infeccdo para avaliagdo de farmacos leishmanicidas (SINGH & DUBE, 2004; HA et
al. 1996; SOUZA et al., 2007).

A transfeccao dos promastigotas de L. amazonensis, utilizados neste trabalho, foi
feita por eletroporacdo com o fragmento do gene que codifica para a extensdo do C-
terminal da cisteina proteinase fusionada ao gene repérter GFP no vetor pXG - "‘GFP+
(S65T), desenvolvido por Beverly (Figura 1) (HA et al., 1996; ROSSI-BERGMAMM et
al., 1999). O vetor pXG é um derivado do pX63NEO, que contém um marcador de

resisténcia a geneticina.
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Figura 1: Mapa de restricao para pXG-'GFP. A regido aberta representa o vetor bacteriano
(pSP6-T3), a seta preta representa RNAm direcionado pelo processamento de sinais presentes
nas regides intergénicas de L. amazonensis. NEO/DHFR-TS representa o marcador de
resisténcia NEO (neomicina) flanqueado pela regido intergénica DHFR-TS (diidrofolato redutase
— timidilato sintase), enquanto o ‘GFP representa o cassete de fusdo da proteina GFP,
flanqueado na margem 5 pela regiao intergénica DHFR-TS DST (“downstream”) e na margem
3" pela regiao intergénica 1.7-/ RNAm. ‘Amp” (ampicilina) marca a B-lactamase, que s6 é
expressa em E. coli. Todos os sitios para as enzimas de restricdo foram mostrados (Ha et al.,
1996).

A vantagem de usar a Leishmania-GFP como uma ferramenta de quantificacéo
da infeccdo sobre os métodos tradicionais de fixacao e coloracao de ensaios in vitro é
que consiste em método rapido, de analise direta da amostra sem a necessidade de
uma pré-preparagcao (CHAN et al., 2003; KAMAU et al., 2001). Sabe-se, no entanto, que
a expressao do gene GFP é heterogénea nas populagdes de parasitas transfectados e,
no hospedeiro vertebrado, o plasmidio é perdido na auséncia de pressao seletiva ao
marcador de resisténcia (MIBLITZ et al, 2000). Isto resulta em perda da intensidade de
fluorescéncia ao longo de varios repiques, fazendo-se necessaria a continua selecao

dos parasitos fluorescentes com o antibidtico geneticina.
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Na literatura sdo documentados métodos de selecdo dos transfectados apenas
com a forma promastigota de Leishmania. Nao ha relatos de sele¢cdo de amastigotas de
Leishmania-GFP, esta ultima sendo a responsavel pela manutencdo da infecgdo no
hospedeiro vertebrado. Assim, embora a selecao in vitro das formas promastigotas
transfectadas seja realizada com sucesso, é ainda mais desejavel e informativo que
estudos envolvendo as formas amastigotas, ocorrendo no hospedeiro mamifero e alvo
do sistema imune e de farmacos, sejam realizados, justificando o desenvolvimento de
métodos para manutencdo da intensidade de fluorescéncia em amastigotas-GFP
(MIBLITZ et al, 2000).

A Dra. Bartira Rossi-Bergmann, da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
colaboradora do nosso grupo de pesquisa, nos cedeu promastigotas de Leishmania
amazonensis expressando a GFP que foram usadas como ferramenta para a anélise do
potencial de selecdo de amastigotas e promastigotas pela avaliacdo quantitativa da
fluorescéncia por espectrofluorimetria, citometria de fluxo e avaliacdo qualitativa por

microscopia (BOECK et al., 2006, PINHEIRO et al., 2005; HA et al. 1996).
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2- OBJETIVOS
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O objetivo principal deste projeto foi a analise do potencial de selecao das formas

promastigota e amastigota de L. amazonensis-GFP.

Os objetivos especificos foram:

1- Padronizacdo de ensaio de selecdo para a manutencdo da fluorescéncia em
promastigotas de L. amazonensis-GFP .

2- Padronizacdo de ensaio de selecdo para a manutencdo da fluorescéncia em
amastigotas de L. amazonensis-GFP .

3- Padronizagcdo de ensaios de infec¢ao in vitro utilizando a L. amazonensis-GFP e
avaliacao de sua eficiéncia no “screening” de farmacos leishmanicidas.

4- Comparacao da capacidade de aderéncia de L. amazonensis-GFP nos macréfagos

expostos em microambiente normdéxico e hipoxico.
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3- MATERIAIS E METODOS
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3.1 Parasitas:

Promastigotas L. amazonensis-GFP foram gentilmente cedidos pela Dra. Bartira
Rossi-Bergmann do Instituto Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, e foram mantidos em meio de cultura Earle 199 (Nutricell), suplementado com
10% de soro fetal bovino inativado (Nutricell), L-glutamina 0,1g/L, D-glicose 1,0g/L,
NaHCO; 2,2 ¢/L, Penicilina 10.000Ul, Estreptomicina 0,050g/L e selecionados
periodicamente com o antibidtico geneticina (G418) (Life Tecnhologies, Sigma A8601)
(BOECK et al., 2006; PINHEIRO et al., 2005). Os promastigotas foram cultivados em
garrafas plasticas de cultura em estufa seca a temperatura de 26°C a 28°C.

Amastigotas foram mantidos em camundongos Balb/c, linhagem susceptivel a
infeccdo, sendo os camundongos infectados subcutaneamente no coxim plantar de uma
das patas traseiras com 2x10” promastigotas (GIORGIO et al, 1998). Os amastigotas
foram retirados das lesbées de camundongos, através de raspagem com bisturi estéril
em solugdo salina e o numero de amastigotas contados em camara de Neubauer.

Os animais foram fornecidos pelo Centro Multi-Disciplinar de Bioterismo —
CEMIB/UNICAMP, sob condicdo SFP (Specific Patogen Free) e mantido sob as
mesmas condigcdes no Biotério do Departamento de Biologia Animal do Instituto de

Biologia — UNICAMP.

3.2 Medicao da fluorescéncia:

3.2.1 A fluorescéncia (excitacdo: 485nm e emissdo 528nm) de promastigotas e
amastigotas foi medida em microplacas pretas Nunc, de 96 pocos, pela diluicdo seriada
(concentracdo maxima de 1x10’ promastigotas e 4x10’ amastigotas) em

espectrofluorimetro  (Multi-Detection Microplate Reader- Synergy HT, Bio-Tek, USA).
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3.2.2 Os parasitas-GFP foram retirados da cultura e colocados em lamina de vidro
coberta com laminula e visualizados em microscépio acoplado a fluorescéncia Eclipse
50i (Nikon, USA) e as imagens capturadas pelo software ACT-1 (Nikon, USA).
3.2.3 A intensidade de fluorescéncia dos parasitas também foi avaliada pela citometria
de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson), constituido de laser de ion argonio de 488nm,
do Laboratério de Citometria de Fluxo — Hemocentro de Botucatu, UNESP em
colaboragdo com a Dra. Marjorie de Assis Golim. A populacdo de parasitas foi
selecionada com uso dos parametros de tamanho (Forward Scatter - FSC) versus
complexidade interna (Side Scatter - SSC), usando escala logaritmica. A intensidade de
fluorescéncia verde emitida foi avaliada em histograma. Os parasitos (2x10°) foram
fixados com formaldeido 1% por cinco minutos em temperatura ambiente e
posteriormente centrifugados a 10.000 rpm (rotacées por minuto) a 30 segundos e

lavados em solugao salina tamponada com fosfato (PBS).

3.3 Selecao in vitro dos parasitas:

Promastigotas mantidos em meio de cultura ou amastigotas retirados de lesao de
camundongos Balb/c mantidos em meio de cultura foram contados em cémara de
Neubauer, no Tempo 0, momento em que os amastigotas séo retirados da pata, Tempo
2 = 2 horas apdés a adicao da geneticina na cultura, Tempo 4 = 4 horas apés a adicao
da geneticina na cultura e Tempo 19 = 19 horas apds a adigcdo da geneticina na
cultura. A selecao foi feita com diferentes concentracbes de geneticina (100pg/ml a
img/ml) e a observacdo dos parasitas foi feita por microscépio acoplado a
fluorescéncia, leitura da intensidade de fluorescéncia em espectrofluorimetro ou ainda a

fixacdo com formaldeido dos parasitas e verificacao no citbmetro de fluxo.
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3.4 Selecao in vivo dos parasitas:

A selecéo foi feita por aplicagdo via intra-lesional de 40mg/kg de geneticina em
camundongos infectados. Os camundongos infectados controle foram tratados com
solucéo salina (MURPHY et al., 1993).

O tamanho da lesao foi medido semanalmente com paquimetro. A avaliacao da
carga parasitaria se deu pela contagem de parasitas em cadmara de Neubauer logo
apos a eutanasia dos camundongos. Apos os procedimentos descritos, os amastigotas
foram centrifugados e diluidos em solugcdo salina. A leitura da intensidade de
fluorescéncia dos amastigotas em microplacas pretas foi realizada em
espectrofluorimetro e/ou ainda apds fixacdo com formaldeido dos parasitas para
verificagcdo no citdmetro de fluxo.

(Ensaios aprovados pela Comissdo de FEtica na Experimentacdo Animal

CEEA/UNICAMP, n? 1878-1, 01 de junho de 2009 e n? 2196-1, 05 de julho de 2010).

3.5 Ensaio de toxicidade de promastigotas com miltefosina:

O farmaco miltefosina foi obtido da Cayman Chemical (USA). Os promastigotas-
GFP foram incubados em triplicata em microplaca Nunc de 96 pocos a 26°C, durante 48
horas, na presenca de miltefosina em diferentes concentracées (0,2 uM, 2,5um e 5uM).
Como controle, os parasitas foram incubados na auséncia do farmaco. O numero de
parasitas nas culturas foi determinado pela contagem na camara de Neubauer e pela

leitura da intensidade de fluorescéncia no espectrofluorimetro (ver subitem 3.2.1).

3.6 Ensaios de infeccdao de macréfagos com L. amazonensis-GFP:
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Os macrofagos peritoneais murinos ou macréfagos tumorais murinos J774 foram
cultivados conforme protocolos ja padronizados em nosso laboratério (DEGROSSOLI et
al, 2007; COLHONE et al, 2004; DEGROSSOLI et al, 2004). Resumidamente, as
células foram infectadas com amastigotas ou promastigotas-GFP durante diferentes
periodos, na proporcao de 3:1 amastigotas/macréfago e 20:1 promastigotas/macrofago
em triplicata nas placas de 24 pocos ou 6 pocos (2x10° células/pogo, 3x10° célula/poco,
respectivamente). Apds o periodo de interacéo, as culturas células foram lavadas para
remocao dos parasitas livres e incubadas a 37°C, em 21% O, 5% CO, e balanceado
com No, durante 24 horas (infeccdo com amastigota) ou 48 horas a 34°C (infecgdo com
promastigota). As células também foram tratadas com 50ug/ml, 500ug/ml, 2mg/ml e
4mg/ml de glucantime por 24 horas; ap6s o tratamento, foram lavadas com salina e
transferidas para microplacas pretras usando 200ul de agua destilada. A intensidade de
fluorescéncia foi lida no espectrofluorimetro (ver subitem 3.2.1). Concomitantemente, as
células foram fixadas com metanol e coradas com solucédo corante Giemsa durante 8
minutos. A porcentagem de infeccdo (% de macréfagos infectados e numero de
amastigotas/macréfago) foi avaliada em microscépio éptico, (CROWTHER et al., 2001;

BROWN, 2002; ARRAIS-SILVA et al., 2005).

3.7 Ensaios de adesao de L. amazonensis-GFP em macréfagos peritoneais:

Macréfagos peritoneais murinos (3x10°) foram cultivados em placas de 6 pogcos.
Apébs 48 horas de cultivo em estufa de CO, a 37°C, foram adicionados promastigotas-
GFP na proporcao de 18:1 parasitas/célula. A interacado foi permitida por 45 minutos a
4°C em protocolo adaptado de BUTCHER et al (1992). As células foram lavadas com

salina e transferidas para microplacas pretas usando 200yl de agua destilada. A
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intensidade de fluorescéncia foi lida no espectrofluorimetro (ver subitem 3.2.1).
Concomitantemente, células foram fixadas com paraformaldeido 1% durante 30 minutos
e coradas com solucao corante Giemsa (8 minutos). A avaliacdo da adesao baseou-se
na contagem de 200 células, em microscépio éptico com aumento de 1000 vezes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de células com parasitas aderidos e

namero de amastigotas aderidos por células (LOVE; ESKO; MOSSER, 1993).

3.8 Microambientes celulares: para o experimento em hipdxia foi utilizada uma

mistura padrao de gases (“mistura hipéxica”) contendo 2% O,, 5% CO,, balanceada
com nitrogénio (White Martins S/A — Campinas/SP) (DEGROSSOLI et al, 2007;
COLHONE et al, 2004; DEGROSSOLI et al, 2004). A placa de cultura celular foi
exposta ao microambiente hipéxico 24 horas antes da interacdo dos parasitas com as
células, utilizando-se uma camara hipéxica (Billups-Rothenberg), a qual foi preenchida
imediatamente com a “mistura hipoxica” durante 15 minutos, com uma vazao de 2
L/min; em seguida, as mangueiras de entrada e saida de gas foram fechadas e a
camara mantida na estufa de CO, a 37°C. A tensao de oxigénio no meio de cultura foi
35 mmHg (5% O). Em meio norméxico, a pO; foi 150 mmHg (21% 0O2) (COLHONE et
al., 2004; DEGROSSOLI et al., 2004). Apds 24 horas, a cultura de células foi retirada da
camera de hip6xia, as células foram lavadas e a interagao parasita — célula foi permitida

por 45 minutos a 4°C, tempo requerido para adesao.

3.9 Analise dos resultados:

Pelo menos trés repeticbes de cada um dos ensaios descritos acima foram

realizados separadamente e os resultados de cada experimento sdo expressos pela



23

média + SD. As diferencas significativas entre 0s grupos experimentais foram

analisadas usando-se o Teste T Student (SPIEGEL, 1974).
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4- RESULTADOS
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4.1 Comparacao entre L. amazonensis-GFP e L. amazonensis nao transfectada
Primeiramente, investigamos se o desenvolvimento da L. amazonensis-GFP
(MHOM/BR/75/Josefa) € semelhante ao da L. amazonensis (MHOM/BR/73/M2269) nao
transfectada (“selvagem”), esta ultima, rotineiramente utilizada em nosso laboratério.
Iniciamos com a comparacdo da curva de crescimento em fase logaritmica dos
promastigotas L. amazonenis-GFP e L. amazonensis nao transfectados. Nao houve
nenhuma diferenga significativa na curva de crescimento entre os parasitas

transfectados e os parasitas n&o transfectados como mostrado na Figura 2.
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Figura 2: Curva de crescimento L. amazonensis-GFP e L. amazonensis nao transfectado
(“selvagem”). Promastigotas foram cultivados a 2,0x10° parasitas/ml em meio 199 em garrafas
de cultura de 25cm®. O nimero de parasitas foi contado em intervalos de 24 horas em camara
de Neubauer. Estatistica p>0.05

4.2 Intensidade de fluorescéncia da L. amazonensis-GFP
O proximo passo foi a investigagdo da intensidade de fluorescéncia dos

promastigotas-GFP e amastigotas-GFP em espectrofluorimetro (Figura 3 e 4). Ambos,
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promastigotas e amastigotas mostraram-se fluorescentes tanto pela leitura no
espectrofluorimetro como pela visualizacdo no microscopio; vale salientar que a
fluorescéncia é mais intensa em promastigotas, por isso utilizou-se 1x10” promastigotas

e 4x10” amastigotas para a leitura.

Promastigota-GFP
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O T 1
1,00E+05 1,00E+06 1,00E+07

n? de parasitas

Figura 3: Intensidade de fluorescéncia de promastigotas-GFP. Através da diluicdo seriada
dos parasitas (concentracdo inicial de 1x107) a intensidade de fluorescéncia foi medida em leitor
espectrofluorimétrico.
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Figura 4: Intensidade de fluorescéncia de amastigotas-GFP. Através da diluicdo seriada dos
parasitas (concentracdo inicial de 4x10”) a intensidade de fluorescéncia foi medida em leitor

espectrofluorimétrico.

Figura 5: Visualizagdo de L. amazonensis-GFP. Promastigotas e amastigotas L.
amazonensis-GFP foram visualizados pelo microscépio acoplado a fluorescéncia e as imagens
foram capturadas pelo software ACT-1. A- promastigota-GFP (fluorescéncia), B- promastigota-
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GFP (contraste de fase); C- amastigota-GFP (fluorescéncia) D- amastigota-GFP (contraste de
fase).

4.2.1 Verificacao da diminuicao da intensidade de fluorescéncia

Embora os parasitas estivessem fluorescentes, foi notavel a perda da
intensidade de fluorescéncia ao longo de varios repiques das culturas de promastigotas
(Figuras 6 e 7). Por exemplo, ap6s 32 dias em cultura, os promastigotas estdo pouco
fluorescentes, e ap6s 41 e 56 dias, a fluorescéncia torna-se indetectavel (Figura 6).
Assim, devido a rapida diminuicao da fluorescéncia dos parasitas-GFP, seu uso como
substituto dos métodos de fixagao e coloracao é prejudicado. Por isso, neste trabalho,

buscaram-se protocolos de selecao dos parasitos transfectados.
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Figura 6: Intensidade de fluorescéncia ao longo de 56 dias de cultura. Promastigotas-GFP
foram semeados em meio 199 em garrafas de 25cm? e as culturas de promastigotas foram
mantida por 56 dias. Durante este periodo foi feita a diluicdo seriada dos parasitas
(concentracdo inicial de 1x107) e a intensidade de fluorescéncia foi medida em leitor
espectrofluorimétrico. (Obs: eixo X = n? de parasitas).
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Figura 7: Visualizacdo da perda da intensidade de fluorescéncia. Promastigotas e
amastigotas L. amazonensis-GFP foram visualizados pelo microscépio acoplado a fluorescéncia
e as imagens foram capturadas pelo software ACT-1. A- promastigota-GFP (contraste de fase).
B- promastigota-GFP (fluorescéncia). C- amastigota-GFP (contraste de fase). D- amastigota-
GFP (fluorescéncia).

Em relacdo aos amastigotas, a Figura 8 mostra a porcentagem de amastigotas
fluorescentes, recuperados de lesdo. Na analise pela citometria de fluxo, observa-se
que em lesdo de camundongos infectados com promastigotas fluorescentes (5x107),
apds 15 dias do inéculo, recupera-se 9,8% de amastigotas fluorescentes e, em lesdes

de camundongos com 1 més de infeccdo recupera-se 5,6% de amastigotas

fluorescentes. J4 em lesdes de camundongos infectados, com 2x10’, apés 1 més de
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infeccdo, recupera-se 12,9% e lesdes de camundongos infectados com 2x10’

decorridos 6 meses de infeccdo, recupera-se 7,6% de amastigotas fluorescentes.
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Figura 8: Fluorescéncia de amastigotas-GFP retirados de lesao. Camundongos Balb/c
foram infectados com 5x10” ou 2x10” promastigotas-GFP. A intensidade de fluorescéncia dos
amastigotas-GFP retirados da lesdo foram avaliadas ap6s 15 dias, 1 més e 6 meses de
infeccdo. A — amastigota tipo selvagem; B- amastigotas-GFP retirados de lesdo de
camundongos infectados com 5x10’ parasitas, com 15 dias de infeccdo; C- amastigotas-GFP
retirados de lesdo de camundongos infectados com 2x10 parasitas, com 1 més de infecgao; D-
amastigotas-GFP retirados de lesdo de camundongos infectados com 5x10” parasitas, com 1
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més de infeccdo; E- amastigotas-GFP retirados de lesdo de camundongos infectados com
2x10 parasitas, com 6 meses de infeccéo.

4.3 Ensaio in vitro e in vivo de Leishmania amazonensis-GFP
Apbs essas avaliacbes iniciais comprovou-se que houve uma perda da
intensidade de fluorescéncia tanto de promastigota com o decorrer do cultivo como de

amastigota com o decorrer da infecgéo.

4.3.1 Ensaio in vitro de selecao de promastigotas de L. amazonensis-GFP

O objetivo dos préximos experimentos foi investigar a eficiéncia da selecéo in
vitro dos parasitas transfectados.

Para estes ensaios, as culturas de promastigotas-GFP foram testadas com
algumas concentracées de geneticina (100ug/ml, 150ug/ml e 1mg/ml), antibiético
utilizado para a selecdo da Leishmania-GFP que possuem o marcador de resisténcia.
Os resultados da Figura 9 mostram que a fluorescéncia de promastigotas selecionados
com 1mg/ml de geneticina foi maior que a fluorescéncia de promastigotas selecionados
com 100ug/ml ou 150ug/ml de geneticina, por isso adotamos a concentragdo de
1mg/ml. A Figura 10 mostra a diminuicdo do numero de promastigotas em relacdo ao
tempo de tratamento com o antibiético. Apds 2h, 4h e 19h, cerca de 20%, 34% € 54%
de promastigotas estavam mortos, respectivamente.

Empregando a citometria de fluxo (Figura 11) observa-se que 94,2% de
promastigotas-GFP selecionados com 1mg/ml de geneticina sao fluorescentes, apds 5
dias da adicao do antibiético; quanto as culturas de promastigotas que foram mantidas
sem selecdo ao longo de 2, 3, 4 e 7 meses, estas apresentaram 80,7%, 42,8%, 27,5% e

17,9% de promastigotas fluorescentes, respectivamente. Estes dados mostram que
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embora ocorra a perda de promastigotas fluorescentes ao longo dos meses de cultivo é
possivel estabelecer uma selecao eficaz, alcancando 80-90% de parasitas
fluorescentes, selecionando-os periodicamente.

Quando foram avaliados promastigotas recém transformados de amastigotas de
lesdo e selecionados com 1mg/ml de geneticina (Tabela 1), observa-se que na primeira
etapa de selecdo, se obtém 28,7% de promastigotas fluorescentes e na segunda
etapa, 93,7% de promastigotas fluorescentes. Portanto, ha a necessidade de pelo
menos realizar-se 2 etapas de selecao in vitro. Entretanto para os promastigotas que
permaneceram muito tempo em cultura (8 meses), obteve-se 17,1% de promastigotas
fluorescentes sendo que em uma UuUnica etapa de selecédo, pode-se atingir 78% de

promastigotas fluorescentes (Tabela 1).
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Figura 9: Fluorescéncia dos promastigotas selecionados e nao selecionados:
Promastigotas (3,5x10° promastigotas/ml) foram selecionados com 100upg/ml, 150pg/ml e
1mg/ml de geneticina. A intensidade de fluorescéncia foi lida no espectrofluorimetro. Estatistica:
p<0.05.
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Figura 10: Numero de promastigotas-GFP apos selecao in vitro: Promastigotas-GFP
(3,5x107/ml) foram cultivados em frascos de cultura com meio Earle 199 com 1mg/ml de
geneticina. Os parasitas foram contados em camara de Neubauer antes da adicdo de
geneticina (tempo 0), ap6s 2h, 4h e 19 horas da adigao do antibidtico. Dados representativos de

trés experimentos.
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Figura 11: Analise de parasitas fluorescentes pela citometria de fluxo. Os promastigotas-
GFP (5x10° pro/ml) foram selecionados in vitro com 1mg/ml de geneticina. Cerca de 10.000
parasitas foram fixados com formaldeido 1% e analisados no citdmetro de fluxo. A:
Promastigota-GFP selecionado (5 dias antes da leitura); B: Promastigota-GFP (2 meses sem
selecdo); C: Promastigota-GFP (3 meses sem selecdo); D: Promastigota-GFP (4 meses sem
selegdo); E: Promastigota-GFP (7 meses sem selecdo) e F: Promastigota “tipo selvagem”.
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Tabela 1: Porcentagem de promastigotas-GFP fluorescentes™.

Porcentagem de parasitos
Promastigotas
fluorescentes

Pro “tipo selvagem” 0,43%

Pro 12 etapa de selecao 28,77%

Pro 22 etapa de selecao 93,79%

Pro “mae” (8 meses sem selecao) 17,18%
Pro “mae” selecionado 78,38%

*Analise de 10.000 promastigotas selecionados (1mg/ml de geneticina) pelo citometro de fluxo

4.3.2 Ensaio in vitro de selecao de amastigotas de L. amazonensis-GFP

As formas amastigotas de L. amazonensis-GFP nao sao utilizadas nos ensaios
de infeccdo in vitro, embora infectem mais efetiva e rapidamente macréfagos,
comparado aos promastigotas. Por estas razées buscamos métodos de selecdo de
amastigotas-GFP.

Os amastigotas-GFP foram selecionados in vitro com diferentes doses de
geneticina. Os parasitas selecionados com 200ug/ml de geneticina atingiram uma
intensidade de fluorescéncia menor que parasitas selecionados com 500ug/ml e 1mg/ml
de geneticina (Figura 12). As porcentagens de amastigotas mortos foram de 34%, 42%
e 62% para 200ug/m, 500ug/ml e 1mg/ml de geneticina respectivamente, apés 19 horas
do tratamento (Figura 13). A visualizacdo dos parasitas no microscépio acoplado a

fluorescéncia evidencia a semelhanga nos resultados (Figura 14).



35

130 +
120 4
110 4
100 4
90 A
80
70 -
60 -
50 A
40 +
30 A
20 A
10 A_/‘—/‘/‘

0 Aﬁ T 1

1,00E+06 1,00E+07 1,00E+08
n? de parasitas'

Fluorescéncia

—e—selecao 1 (200ug/ml de geneticina) —m— selegao 2 (500ug/ml de geneticina)
—a— selec¢ado 3 (1mg/ml de geneticina)

Figura 12: Fluorescéncia dos amastigotas-GFP selecionados in vitro. Amastigotas-GFP
foram retirados da lesdo de camundongos Balb/c infectados e foram contados e tratados em
meio de cultura 199 com diferentes concentragcdes de geneticina (200ug/ml, 500ug/ml e
img/ml) a 26°C. Ap6s 19 horas da adicdo de geneticina as culturas de amastigotas, os
parasitas foram contados e a intensidade de fluorescéncia lida no espectrofluorimetro.
Estatistica: p<0.05
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Figura13: Namero de amastigotas-GFP ap6s selecdo in vitro. Amastigotas-GFP (3,5x10’
parasitas/ml) em meio 199 cultivados com diferentes concentragdes de geneticina (200ug/ml,
500ug/ml e 1mg/ml), foram contados nos tempos Oh, 2h, 4h e 19h apéds a adi¢cao do antibidtico.
Estatistica: Selecao 1 e 3 p<0.05
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Figura 14: Visualizacao de amastigotas-GFP selecionados in vitro. A e B (amastigotas
antes da selecao); C e D (apés selecao 200ug/ml de geneticina); E e F (apds selecao 500ug/ml
de geneticina); G e H (apds selecao 1mg/ml de geneticina). A, C, E e G (Fluorescéncia) e B, D,
F e H (contraste de fase).

Apbs a comparacao entre os resultados, observamos que a concentracdo de
1mg/ml de geneticina para a selegéo in vitro € a ideal, uma vez que houve aumento da
intensidade de fluorescéncia (Figuras 12 e 14), e a porcentagem de parasitas mortos
tratados nesta concentracéo foi maior (Figura 13). Estabelecida esta concentracédo para
0s proximos ensaios de selecdo in vitro, utilizamos a citometria de fluxo, para estimativa
da porcentagem de parasitas selecionados. A Figura 15 mostra os dados de citometria
de fluxo e uma comparacao entre a porcentagem de amastigotas fluorescentes de L.
amazonensis nao transfectados (“selvagem”) (1,3%), L. amazonensis-GFP nao

selecionada (7,4%) e L. amazonensis-GFP selecionada com 1mg/ml de geneticina,

apos 19h (20%).
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Figura 15: Analise de amastigotas fluorescentes pela citometria de fluxo. Os amastigotas-
GFP (1x10” amastigotas/ml) foram selecionados in vitro com 1mg/ml de geneticina. Apos 19h
cerca de 10.000 parasitas foram analisados no citémetro de fluxo. A- “gated’= populacao total
de amastigotas avaliados; B- amastigota “selvagem”; C- amastigota-GFP nao selecionado e D-
amastigota-GFP selecionado.
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4.4. Ensaio in vivo de selecao de L. amazonensis-GFP
O objetivo dos proximos experimentos foi testar a possibilidade da selecao in vivo
das formas amastigotas de L. amazonensis-GFP. Os seguintes protocolos foram

testados:
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Ensaio in vivo 1: camundongos com 150 dias de infec¢do, receberam 3 doses
consecutivas de geneticina intralesdao (40mg/kg). Apds 43 dias da aplicacdo da
geneticina, os camundongos foram eutanasiados e os amastigotas de lesdo avaliados
pelo espectrofluorimetro. Neste protocolo, observa-se durante o periodo de 164 até 193
dias de infecgdo que camundongos infectados tratados com geneticina mostram uma
redugdo do tamanho da lesdo cerca de 29% comparado ao controle (Figura 16 A).
Porém, a carga parasitaria ndo mostrou reducéo significativa (Figura 16 B). Observou-
se um aumento da intensidade de fluorescéncia dos amastigotas, porém nao
significativo (Figura 16 C). Foi possivel concluir que este protocolo de sele¢ao in vivo de
amastigotas nao é satisfatério. O fato dos camundongos estarem com 150 dias de
infeccdo pode ter dificultado a selecdo dos amastigotas fluorescentes uma vez que
estes tendem a perder a fluorescéncia com o longo tempo de infeccao. Sendo assim,

foram testados tempos mais curtos de infecgao.
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Figura 16: Ensaio in vivo 1. Camundongos Balb/c foram infectados no coxim plantar de uma
das patas traseiras com 2x10” promastigotas-GFP. Ap6s 150 dias de infeccdo os camundongos
receberam 3 doses consecutivas de 40mg/kg de geneticina intralesdo. O tamanho da leséo foi
medido semanalmente (estatistica: entre 164 e 193 dias de infecgao, p<0.05) (A). Carga

parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis-GFP (B).

Fluorescéncia dos

amastigotas selecionados in vivo com geneticina e retirados da lesdo (C). (n=4 camundongos).

Ensaio in vivo 2: camundongos com 90 dias de infeccdo, receberam 3 doses

consecutivas de geneticina intralesdo (40mg/kg). Apdés 37 dias da aplicacdo da
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geneticina os camundongos foram eutanasiados e os amastigotas da leséo, avaliados
pelo espectrofluorimetro. Neste ensaio ocorreu uma redugdo do tamanho da lesdo
(cerca de 35% comparado ao controle, 1272 dia) de camundongos infectados tratados
com geneticina (Figura 17 A), indicando que ocorreu morte dos amastigotas néo
fluorescentes, evidenciado, pela reducéo da carga parasitaria de animais tratados com
geneticina, (cerca de 31% comparado ao controle) (Figura 17 B) e pelo aumento da
intensidade de fluorescéncia (Figura 17 C). Esses resultados comprovam a

possibilidade da sele¢éo in vivo dos amastigotas transfectados.
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Figura 17: Ensaio in vivo 2: Camundongos Balb/c foram infectados no coxim plantar de uma
das patas traseiras com 2x10’ promastigotas-GFP. Apds 90 dias de infeccdo os camundongos
receberam 3 doses consecutivas de 40mg/kg de geneticina intralesdo. O tamanho da leséo foi
medido semanalmente (A). Carga parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis-

GFP (B).

camundongos)

Fluorescéncia dos amastigotas selecionados in vivo com geneticina (C). (n=3

Ensaio in vivo 3: camundongos com 90 dias de infeccdo receberam 3 doses

consecutivas de geneticina intralesdo (40mg/kg). Apdés 37 dias da aplicacdo da
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geneticina os camundongos foram eutanasiados e os amastigotas de lesdo avaliados
pelo citdmetro fluxo.
Ensaio in vivo 4: camundongos receberam 6 doses de geneticina intralesao (40mg/kg);
as 3 primeiras doses (consecutivas) foram aplicadas com 90 dias de infeccdo e as
outras 3 (consecutivas) aplicadas com 105 dias de infeccao. Ap6s 127 dias de infeccao
os amastigotas de lesao foram avaliados pelo citdbmetro de fluxo.

Os dados do tamanho da lesdo no ensaio 3 coincidiram com os dados da carga
parasitaria, pois os camundongos que receberam 3 doses de geneticina, mostraram um
aumento no tamanho da leséo (cerca de 10% comparado ao controle) e um aumento da
carga parasitaria (cerca de 33%) quando comparado aos controles tratados com salina
(Figura 18 A e B). Interessante é que apesar de ndo ter uma reducado do tamanho da
lesdo e da carga parasitaria a analise de porcentagem de parasitos fluorescentes pela
citometria de fluxo mostra que ocorreu a selecdo dos parasitas (Figuras 18 C). No
ensaio com camundongos que receberam 6 doses de geneticina, ndo observou-se
diferencas no tamanho da lesdo, nem da carga parasitdaria; mas a andlise da
porcentagem de parasitos fluorescentes pela citometria de fluxo, evidencia a selecao

dos parasitas (Figuras 18 A,Be C).
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Figura 18: Ensaios in vivo 3 e 4: Camundongos Balb/c foram infectados no coxim plantar de
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uma das patas traseiras com 2x10’ promastigotas-GFP. Apdés 90 dias de infeccdo os
camundongos receberam 3 doses de geneticina (ensaio in vivo 3) e 6 doses de geneticina
(ensaio in vivo 4) de (40mg/kg) intralesdo. O tamanho da lesdo foi medido semanalmente (A).
Carga parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis-GFP (B). Analise de
parasitas fluorescentes pela citometria de fluxo. Amastigotas de lesdo de camundongos:
Controle 3 doses e Geneticina 3 (ensaio 3); Controle 6 e Geneticina 6 (ensaio 4) (C). (n=2
camundongos/ensaio)

Ensaio in vivo 5. camundongos infectados receberam 5 doses de geneticina intralesao
(40mg/kg), a 12 dose foi aplicada com 30 dias de infeccao e as demais doses aplicadas
semanalmente até completar 2 meses de infeccdo. Apdés 59 dias de infeccdo os
camundongos foram eutanasiados e os amastigotas de lesdo avaliados pelo citdbmetro
de fluxo.

Ensaio in vivo 6: camundongos infectados receberam 9 doses de geneticina intralesao
(40mg/kg), as 3 primeiras doses (consecutivas) foram aplicadas com 30 dias de
infeccdo; apds intervalo de 12 dias foram aplicadas 3 doses e apés intervalo de 12 dias
as ultimas 3 doses. Apds 59 dias de infeccdo os camundongos foram eutanasiados e os
amastigotas de lesdo avaliados pelo citémetro de fluxo.

Nestes ensaios, observou-se um aumento do tamanho da lesdo de
camundongos tratados com geneticina comparado aos tratados com salina (Figura 19
A). Este aumento do tamanho da lesdo pode ter ocorrido devido as repetidas aplicacoes
do antibiético intra-lesdo, pois mesmo em baixas concentragdes, pode tornar-se toxico
resultando em morte celular e aglomerado de restos celulares na lesédo (Figura 19 A).
J& a carga parasitaria das lesées dos camundongos tratados com geneticina (5 e 9
doses) ndo mostrou diferenca quando comparado a carga parasitaria das lesées dos

camundongos tratados com salina (Figura 19 B). No entanto, a analise da porcentagem

de parasitas fluorescentes pela citometria de fluxo confirmou a sele¢cdo dos amastigotas
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fluorescentes, 41,4% e 39,7% de amastigotas fluorescentes de lesdo de camundongos

tratados com 5 e 9 doses de geneticina, respectivamente (Figura 19 C).
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Figura 19: Ensaios in vivo 5 e 6. Camundongos Balb/c foram infectados no coxim plantar de
uma das patas traseiras com 2x10’ promastigotas-GFP. Apods 30 dias de infeccdo os
camundongos receberam 5 doses de geneticina (ensaio in vivo 5) ou 9 doses de geneticina
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(ensaio in vivo 6) de 40mg/kg intralesdo. O tamanho da lesdo foi medido semanalmente (A).
Carga parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis-GFP (B). Andlise de
parasitas fluorescentes, pela citometria de fluxo (C). (n=6 camundongos/ensaio). Estatistica:
p<0.05

Ensaio in vivo 7: camundongos infectados receberam 7 doses de geneticina intralesao
(40mg/kg), as duas primeiras doses foram aplicadas com 15 dias de infecgéo e as
demais doses aplicadas quinzenalmente até completar 2 meses de infeccdo. Apds 69
dias de infeccdo os camundongos foram eutanasiados e os amastigotas de leséo
avaliados pelo citdbmetro de fluxo.

Neste ensaio ndo observou-se diferenca significativa no tamanho das lesées de
camundongos tratados com geneticina e de camundongos tratados com salina (Figura
20 A), mas a carga parasitaria de camundongos tratados com geneticina foi menor
(cerca de 80%) que a carga parasitaria de camundongos tratados com salina,
evidenciando a morte dos amastigotas nao fluorescentes (Figura 20 B). A anélise da de
amastigotas fluorescentes pela citometria de fluxo confirmou a selecédo, 34,5% de

amastigotas fluorescentes retirados das lesées (Figura 20 C).
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Figura 20: Ensaio in vivo 7. Camundongos Balb/c foram infectados no coxim plantar de uma
das patas traseiras com 2x10’ promastigotas-GFP. Apds 15 dias de infeccdo os camundongos
receberam 7 doses de geneticina (40mg/kg) intralesdo. O tamanho da lesdo foi medido
semanalmente (A). Carga parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis-GFP
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(B). Analise de parasitos fluorescentes pela citometria de fluxo. (1- controle; 2- geneticina). (n=8
camundongos). Estatistica: p<0.05

4.5 Ensaios in vitro para avaliar a eficiéncia de L. amazonensis-GFP
4.5.1 Ensaio de toxicidade de promastigotas com miltefosina

O proximo passo foi testar a eficiéncia de promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis-GFP no “screening” de farmacos anti-Leishmania. Para isso usou-se um
farmaco ja empregado na clinica e comprovadamente leishmanicida, a miltefosina. A
comparagéo entre a intensidade de fluorescéncia de promastigotas-GFP tratados com
diferentes concentragdes de miltefosina mostrou o efeito dose dependente do farmaco
(Figuras 21). Também houve uma diminuicdo no nimero de promastigotas, isto €, um
efeito dose dependente de miltefosina, nesse ensaio (Figura 22). Estes resultados
confirmam que a L. amazonensis-GFP pode ser utilizada para o “screening” de

farmacos.
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Figura 21: Intensidade de fluorescéncia dos promastigotas-GFP tratados com diferentes
concentracoes de miltefosina. Promastigotas foram plaqueados em microplacas negras
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(0,5x107 parasitas/poco) com diferentes concentracdes de miltefosina. Apds 48 horas em estufa
a 26°C foi feita a leitura no espectrofluorimetro.
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Figura 22: Contagem dos promastigotas-GFP tratados com diferentes concentracoes de
miltefosina. Promastigotas foram plaqueados em microplacas negras (0,5x10’ parasitas/poco)
com diferentes concentracdes de miltefosina. Apds 48 horas em estufa a 26°C foi realizada a
contagem dos parasitas.

4.5.2 Ensaios de infeccao de macréfagos J774

Outro ensaio usado para avaliar a eficacia da L. amazonensis-GFP em ensaios
in vitro foi o teste de infecgdo. Os dados da Figura 23 A, mostram que em culturas de
macréfagos infectados com promastigotas (20:1 promastigotas/célula), obteve-se 48%
de células infectadas e aproximadamente 3 amastigotas/célula. Quando avaliada a
intensidade de fluorescéncia, observou-se alta intensidade de fluorescéncia de
macréfagos infectados comparada a de macrofagos controle nao infectados (Figura 23
B). A presenga caracteristica de vacuolos parasitoforos com amastigotas e a

fluorescéncia dos amastigotas, sdo mostradas na Figura 23 C.
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Figura 23: Ensaio de infeccdo com macréfagos J774. Macréfagos J774 (3x10° células/poco)
foram infectados com promastigotas-GFP (20:1). A interacao foi permitida durante 24h a 34°C.
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ApGs este periodo as células foram lavadas para remocéo dos parasitas livres e a cultura foi
mantida por mais 24h a 34°C. Os resultados foram expressos em porcentagem de células
infectadas e no nimero de amastigotas por célula (A). Fluorescéncia de macréfagos J774
infectados com promastigotas-GFP (B). Visualizacdo dos amastigotas-GFP em cultura de
macréfagos J774 infectados (C). Estatistica: p<0.01

Nas Figuras 24 A e B pode-se observar que, de fato, quando se avalia tanto a
porcentagem de macréfagos infectados, amastigotas intracelulares (81% de
macréfagos infectados e 4 amastigotas/célula) e a porcentagem de macréfagos
fluorescentes (95%), conclui-se que promastigotas-GFP séo infectivos e quando

transformados em amastigotas conservam a fluorescéncia.
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Figura 24: Ensaio de infeccao com macréfago peritoneal. Macrofagos peritoneal murino
(2x10° células/pogo) foram infectados com promastigotas-GFP (10:1). Os resultados foram
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expressos em porcentagem de células infectadas e niumero de amastigotas por célula (A).
Andlise de macréfagos “fluorescentes” infectados com L. amazonensis-GFP (B).

4.5.3 Ensaios de infeccao de macréfagos J774 com L. amazonensis-GFP e
tratamento com glucantime.

O objetivo desse experimento foi testar a capacidade de infeccdo de L.
amazonensis-GFP em cultura de macréfagos tratadas e nado tratadas com glucantime
(farmaco utilizado na clinica) e relacionar o numero de células infectadas com a

intensidade de fluorescéncia dos amastigotas presentes.

Os macréfagos foram infectados com promastigotas-GFP, mantidos a 34°C por
48h e tratados com glucantime (Figura 25). A porcentagem de células infectadas foi de
49% para macrofagos infectados nao tratados e 49%, 31%, 28% e 26% para
macréfagos infectados tratados com 50ug/ml, 500ug/ml, 2mg/ml e 4mg/ml de
glucantime, respectivamente (figura 25 A). O numero de amastigotas por macréfagos foi
de 4,5, amastigotas/célula para culturas nao tratadas, 4,2 amastigotas/célula para
culturas tratadas com 50ug/ml de glucantime e 3,5 amastigotas/célula para culturas
tratadas com 500ug/ml, 2mg/ml e 4mg/ml de glucantime (Figura 25 B). A intensidade de
fluorescéncia observada na Figura 26 mostra o efeito dose dependente de glucantime

em macréfagos infectados.
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Figura 25: Avaliacdo da infeccao de macrofagos tratados com glucantime. Macrofagos
J774 (3x10° células) foram infectados com promastigotas L. amazonensis-GFP (20:1) e tratados
com 50ug/ml, 500ug/ml, 2mg/ml e 4mg/ml de glucantime e mantidos por 24h na estufa a 34°C.
Paralelamente ao ensaio de fluorescéncia (Figura 26) ocorreu a coloragao das células com
Giemsa. Os resultados foram expressos em porcentagem de células infectadas (A) e nimero de
amastigotas por células (B).
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Figura 26: Fluorescéncia de macroéfagos infectados com promastigotas-GFP e tratados
com glucantime. Macréfagos J774 foram infectados com promastigotas de L. amazonensis
(20:1) e tratados com diferentes concentragdes de glucantime (50ug/ml, 500ug/ml, 2mg/ml e
4mg/ml). As células foram mantidas por 24h na estufa a 34°C e foram transferidas para
microplacas negras. A intensidade de fluorescéncia avaliada no espectrofluorimetro (485nm de
excitacao e 528nm de emissao). Os dados representam média de triplicata com desvio padréo.
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Os resultados até aqui obtidos (Figuras 21-26) confirmam que a L. amazonensis-
GFP pode facilitar os métodos de avaliacdo para o “screening” de farmacos em testes in

vitro de infecgao.

4.5.4 Ensaios de adesao de promastigotas-GFP em macroéfagos peritoneais

O objetivo destes experimentos foi testar a capacidade dos promastigotas-GFP
aderirem aos macréfagos peritoneais expostos em diferentes ambientes de cultura,
normoxico (21% Oz) e hipoxico (6% € 1% Oy).

Observou-se que a porcentagem de macréfagos com parasitas aderidos em sua
superficie em condicdo normoxia e hipdxia (6% O.) nao diferem, exceto para a
condicao hipdéxia 1% O.. Observamos 82% de macro6fagos com promastigotas aderidos
em condicdo norméxia e uma queda em células com parasitas aderidos de cerca de
20%, para condicao de hipdxia 1% O, (Figura 27 A). O numero de parasitas aderidos
por célula foi de 6, 5, e 4,4 para as condicbes normoxia, hipdxia 6% O, e hipoxia 1% O,
respectivamente (Figura 27 B). A intensidade de fluorescéncia de macréfagos aderidos
com promastigotas nas condigbes normédxia e hipéxia 6% O, ndo foram diferentes, mas
na condicao de hipdxia 1% O, menos parasitas fluorescentes aderiram aos macréfagos
(Figura 28). A Figura 29 mostra promastigotas fluorescentes aderidos a superficie dos
macréfagos sem parasitas no interior das células.

De forma geral concluiu-se que desde que os promastigotas transfectados
mantenham uma alta intensidade de fluorescéncia, é possivel utiliza-los para substituir

os métodos de fixagédo e coloracao.
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Figura 27: Ensaio de adesao de promastigotas-GFP em macrofagos peritoneais em
condicdo normoéxia e hipéxia. Macréfagos peritoneais murinos (3x10°) foram plaqueados e
mantidos em condi¢gdes de hipéxia ou norméxia por 24 horas. Apds este periodo foram
adicionados os promastigotas-GFP. A interagdo foi permitida durante 45 minutos a 4°C. As
células foram fixadas e coradas com Giemsa. A avaliagdo da adesao baseou-se na contagem
de 200 células, em microscopio Optico. Os resultados foram expressos em porcentagem de
células com parasitas aderidos (A), e numero de promastigotas aderidos por célula (B).
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Figura 28: Fluorescéncia da cultura de macréfagos com promastigotas-GFP aderidos. As
culturas de macrofagos foram gentilmente lavadas com salina para remogao dos parasitas nao
aderidos e 200ul de agua destilada foi adicionado para coletar o sobrenadante das culturas. Os
sobrenadantes foram transferidos para microplacas negras para a leitura da intensidade de
fluorescéncia no espectrofluorimetro. Estatistica: p<0.01.
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Figura 29: Visualizacao de macréfagos peritoneais aderidos com promastigotas-GFP. A
cultura de macrofago com promastigotas-GFP aderidos foi visualizada pelo microscépio
acoplado a fluorescéncia. A: contraste de fase, B: fluorescéncia.
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5- DISCUSSAO
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O plasmidio vetor epissomal pX que transporta um determinado gene, como o
GFP, em Leishmania, tem sido de utilizacdo limitada, pois a expressdo dos genes €
heterogénea nas populacdes de parasitas transfectados. E no hospedeiro o plasmidio é
perdido na auséncia de pressao seletiva para o marcador de resisténcia (MIBLITZ et al.,
2000). Assim, apesar da importancia e da possivel vantagem de se utilizar parasitas
transfectados com gene da GFP em varios ensaios, esse problema ocorre com
frequéncia (MEHTA et al., 2008; MURPHY et al., 1993; CHAN et al., 2003). O objetivo
desse trabalho foi a analise do potencial de selecdo das formas amastigotas e
promastigotas de L. amazonensis-GFP.

O primeiro passo, ao recebermos o parasita, foi comparar a curva de crescimento
e infectividade de L. amazonensis-GFP e L. amazonensis ndo transfectada. Quando
avaliados os dois parametros concluimos que L. amazonensis-GFP nao difere do
parasita selvagem; indicando seu potencial para investigacdo da sensibilidade a
farmacos e estudos da interacdo patégeno hospedeiro, como ja observado por Okuno
et al. (2003). A estabilidade da fluorescéncia do parasita reportada por Rossi-Bergmann
et al. (1999), foi confiimada em promastigotas-GFP e amastigotas-GFP, por
espectrofluorimetro.

Vale salientar também que nossos dados mostraram que a L. amazonensis-GFP
pode ser usada tanto em fluorimetria e microscopia como em citometria de fluxo
(Figuras 23 e 24). Com a diferenga que o espectrofluorimetro fornece uma média da
fluorescéncia da amostra, enquanto que a citometria de fluxo fornece a intensidade de
fluorescéncia de cada célula da amostra (CHALFIE & KAIN, 2006). E interessante, que
em uma revisao feita por Sereno et al (2007), os autores discutem que Leishmania spp.

transfectadas com GFP, geralmente, ndo expressam niveis suficientes de fluorescéncia
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para medicao em espectrofluorimetros, requerendo assim a utilizacdo do citdmetro de
fluxo para a andlise. Entretanto, muitos pesquisadores fazem uso de parasitas
transfectados, por exemplo, Trypanosoma cruzi é utilizado tanto a forma tripromastigota
como a forma intracelular amastigota para o “screening” de farmacos utilizando o
espectrofluorimetro (LEPESHEVA et al., 2010).

Quando iniciamos a analise do potencial de selecao de L. amazonensis-GFP, de
fato, observou-se em experimentos relacionados ao curso da intensidade de
fluorescéncia de promastigotas-GFP, que ao longo de 56 dias de cultura, sem selecgéao,
ocorreu perda da intensidade de fluorescéncia (Figura 6). E notou-se, também, perda
da intensidade de fluorescéncia nas formas amastigotas-GFP, retiradas de lesao de
camundongos (Figuras 7 e 8). Por isso, primeiramente, buscamos métodos de selecao
dos promastigotas. Testamos algumas concentracbes de geneticina e, 1mg/ml
adicionada as culturas de promastigotas (5x10° parasitos/ml) resultou em 90% de
promastigotas fluorescentes (Figura 11A) e alta intensidade da fluorescéncia (figura 9).
Selecao e resultados parecidos usando L. major selecionadas com geneticina, foram
reportados por Ha et al (1996). Em nosso trabalho, com promastigotas recém
transformados de amastigotas de lesdo de camundongos infectados, e duas etapas de
selecdo, também se obtém 90% de promastigotas fluorescentes (Tabela 1). Chan et al.
(2003) utilizando L. amazonensis expressando GFP multimérico (cuja fluorescéncia é
mais intensa que o GFP monomérico) observaram que amastigotas derivados de leséao
exibem baixa intensidade de fluorescéncia, mas quando estes sdo transformados em
promastigotas e selecionados com tunicamicina recuperam a alta intensidade de
fluorescéncia. Nés também pudemos observar a recuperacdo da intensidade de

fluorescéncia em promastigotas selecionados (Tabela 1). Estes resultados indicam que
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de fato o plasmidio contendo o gene GFP é mantido em promastigotas e amastigotas
por varios meses sem pressao seletiva, embora a intensidade de fluorescéncia caia
mas possa ser recuperada por métodos de selecao (KAPLER; COBURN; BEVERLEY,
1990).

Embora a selecao in vitro das formas promastigotas transfectadas tenha sido
realizada com sucesso (figuras 9, 10 e 11), atingindo 90% de parasitas fluorescentes, é
desejavel e mais informativo que estudos envolvendo amastigotas sejam realizados
pois é a forma do parasita presente no hospedeiro vertebrado e alvo do sistema imune
e de farmacos.

Nossos dados evidenciam aumento da intensidade de fluorescéncia dos
amastigotas selecionados in vitro, (Figuras 12 a 14), com diminuicdo do numero de
amastigotas apdés o tratamento com geneticina (1mg/ml), isto € 62% de morte dos
parasitas nao fluorescentes. Os dados de citometria de fluxo (Figura 15) mostram,
também, que a selecdo in vitro dos amastigotas resultou em mais que o dobro de
parasitas fluorescentes quando comparados a populacdes de amastigotas nao
selecionados. Nossa conclusdo é de que é possivel selecionar in vitro amastigotas-
GFP, embora esta forma do parasita seja menos sensivel ao antibidético que os
promastigotas.

Estudo utilizando Trypanosoma brucei transfectados com o gene resistente a
geneticina, demonstrou que € possivel selecionar esses transfectados resistentes in
vivo, pela inoculagao intraperitoneal do antibiético com doses entre 40 mg/kg e 80
mg/kg do peso corporal de camundongos. A dose de 40mg/kg foi suficiente para matar
todos os transfectados nao resistentes ao antibiético e a dose de 80mg/kg ocasionou a

morte dos camundongos devido a toxicidade do farmaco (MURPHY et al., 1993). As
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razbes para os niveis elevados de sensibilidade dos tripanossomas a geneticina, em
comparacao a outros eucariotos ndo sao claras (MURPHY et al., 1993). Apesar de
esses ensaios terem sido bem sucedidos em T. brucei, ndo ha até o presente, nenhum
relato da selecao in vivo de Leishmania. Por isso para ampliar a utilizacdo da selegéao
de L. amazonensis transfectadas, testamos protocolos de selecdao in vivo dos
amastigotas-GFP resistentes a geneticina.

Em camundongos infectados com promastigotas 90% fluorescentes, recupera-se
em torno de 10% de amastigotas fluorescentes da lesao (Figura 8). Independente da
concentracdo em que se infectam os camundongos (2x10” - 5x0’ promastigotas) e do
tempo de infeccdo (15 dias, 1-6 meses), a porcentagem de amastigotas fluorescentes
retirados da lesao é baixa. Nés sugerimos que a perda de parasitas fluorescentes nas
lesbes esta associada a morte dos promastigotas quando sdo injetados na pata dos
camundongos, bem como com o posterior aumento do numero de parasitas
intracelulares no inicio do desenvolvimento da lesdo. Um aumento da carga parasitaria
em lesbes de camundongos com 15 dias ou 30 dias de infecgcdo, mesmo apoés a
diminuicdo da porcentagem de parasitas fluorescentes também sado observacbes que
reforcam nossa hipotese. Estudo feito por Mehta et al. (2008), compararam com
sistema de imagem em tempo real a intensidade de fluorescéncia com a carga
parasitaria de camundongos infectados com L. amazonensis expressando EGFP. Os
pesquisadores relataram uma relacdo do aumento da intensidade de fluorescéncia na
imagem das lesdes, entre 0 e 35 dias de infecgdo, com 0 aumento da carga parasitaria.

Lang et al. (2005), avaliaram que dos 10° promastigotas de L. amazonensis,
injetados na orelha de camundongos, apenas 2% de amastigotas viaveis foram

detectados um dia apds a inoculacdo. O numero de amastigotas aumentou lentamente
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durante a primeira semana apés a inoculagdo e substancialmente, atingindo 10°, apés
14 dias. Neste mesmo trabalho, amastigotas de L. amazonensis transfectados com o
gene da luciferase, recuperados de cultura de macréfagos da medula éssea,
expressaram dez vezes mais a luciferase que parasitas recuperados de lesdo de
camundongos. Os amastigotas provenientes das culturas de macrofagos quando
diferenciados em promastigotas expressaram trinta vezes mais a atividade da
luciferase. Baseados em nossos dados e naqueles de Lang et al (2005) podemos
concluir que a morte de promastigotas assim que injetados e o subseqlente aumento
no numero de amastigotas, favorecem a perda de parasitas fluorescentes. Nés também
observamos que amastigotas recuperados de lesdo sdo menos fluorescentes que
amastigotas de cultura in vitro de macréfagos infectados (Figura 7 e 23).

Uma observacéo interessante relaciona-se a redug¢ao do tamanho das lesées em
animais tratados com geneticina em fases adiantadas da infec¢gdo com L. amazonensis-
GFP (127 e 193 dias) (Figuras 16 e 17) . Nossa hipétese € de que essa reducédo da
lesdo esta relacionada ao efeito do antibi6tico nas infecgées secundarias, pois em
longos periodos de infeccao as lesdes na pata dos camundongos apresentam bactérias
(GIORGIO et al., 1998). De fato, em camundongos com menos tempo de infecgao, (59
e 69 dias) (Figuras 19 e 20), que nao apresentavam infec¢des secundarias, ndo ocorreu
reducdo do tamanho da lesdo apds o tratamento com geneticina, e em alguns casos
observou-se um aumento do tamanho das lesbées e diminuicdo e/ou aumento da carga
parasitaria. Isto pode ter ocorrido porque o antibiético ndo teria efeito em infeccdes
secundarias, pois nessas fases da infeccdo ndo ha bactérias nas lesbes, e também
porque ha destruicdo de células integras do tecido do hospedeiro e possivel resposta

inflamatéria. A reducdo da carga parasitaria deve estar relacionada com a morte dos
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amastigotas ndo fluorescentes e seu aumento com a multiplicacdo dos amastigotas
fluorescentes (Figuras 17 C a 20 C).

Nos ensaios in vitro 0 maximo de 12 % de amastigotas-GFP foram obtidos, nos
ensaios in vivo o maximo foi de 15% de amastigotas-GFP enquanto nos ensaios com
promastigotas 90% de parasitas foram selecionados. Assim, os resultados dos ensaios
de selecdo sugerem que a sensibilidade dos amastigotas-GFP a geneticina nao é tao
elevada quanto a dos promastigotas-GFP. A forma promastigota mostra-se mais
propicia para os ensaios de selecdo, entretanto amastigotas precisam ser mais
investigados em relacéo a sua susceptibilidade a geneticina.

Os parasitas transfectados sao utilizados para substituir os métodos classicos de
fixacdo e coloracdo em ensaios para analisar farmacos e processos de interacdo
patdégeno-hospedeiro. Na avaliagdo da toxicidade de miltefosina, farmaco leishmanicida,
em promastigotas-GFP, observa-se o efeito dose dependente, tanto em ensaio que
mede a intensidade de fluorescéncia como em ensaio de contagem do numero de
promastigotas (Figuras 21 e 22). Santa-Rita et al. (2004) também observaram a
reducdo do numero de promastigotas de L. amazonensis, nao transfectados, tratados
com diferentes concentragdes de miltefosina, e o efeito dose dependente.

Para avaliar o uso dos parasitas transfectados em ensaios de infecgao,
primeiramente observamos que promastigotas-GFP penetraram em macréfagos
peritoneais e J774 e a intensidade de fluorescéncia das formas amastigotas
intracelulares foi detectavel nas culturas (Figuras 23 e 24). Nos ensaios de infeccao de
macréfagos infectados e tratados com glucantime (Figuras 25 e 26) observou-se
diminuicdo da porcentagem de macréfagos infectados, paralelamente a uma diminuicao

da intensidade de fluorescéncia das culturas. O efeito dose dependente do farmaco foi
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observado tanto nos resultados de contagem de parasitas intracelulares como de
deteccdao de intensidade de florescéncia. Ayres et al. (2008) também observaram
reducdo no indice de infeccdo de macréfagos infectados com L. amazonensis
“selvagem” tratados com diferentes concentracdes de glucantime.

Assim como comprovamos a eficiéncia de L. amazonensis-GFP para o possivel
“screening” de farmacos, avaliada por espectrofluorimetria (Figuras 21 e 26), outros
pesquisadores também usaram L. amazonensis-GFP para testar novos compostos. Por
exemplo, as chalconas, compostos da familia dos flavondides presentes em varias
plantas, tem atividade leishmanicida em culturas de promastigotas e macréfagos
infectados (BOECK et al.,, 2005). Podemos entdao concluir que a utilizagdo de
espectrofluorimetria e citometria de fluxo com L. amazonensis-GFP para o “screening”
de farmacos, € um método eficiente e pratico, pois a intensidade de fluorescéncia é
detectavel nesses ensaios e substitui os métodos de fixacao e coloragao.

Essencial para a patogénese da leishmaniose € a capacidade da Leishmania
spp. aderir a superficie dos fagécitos mononucleares, infectar e replicar dentro da célula
hospedeira (WYLER & SUZUKI, 1983). O processo de adesao parasita-célula € em
grande parte dependente da atividade do parasita. Wyler (1982) observou que o pré-
tratamento de amastigotas de L. tropica com citocalasina B (metabdlito de fungos que
interfere na funcao dos microfilamentos) inibiu a capacidade de adesao dos parasitas a
célula; sugerindo que os parasitas participam ativamente do processo de adesao.
Apesar de poucos estudos sobre adesao terem sido realizados com a forma amastigota
de Leishmania, varios receptores dos fagécitos mononucleares devem estar envolvidos
na adesao. Alguns trabalhos tém buscado compreender a interacdo da adesao dos

amastigotas aos macrofagos e as células dendriticas e sugerem a participagdo de
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proteoglicanos/heparina, componentes e receptores do complemento e anticorpos/FcR
(receptor para dominio Fc de imunoglobulinas) (BOSETTO & GIORGIO, 2007; LOVE et
al, 1993, WYLER & SUZUKI, 1983)

Em nosso trabalho, além de avaliarmos a capacidade de aderéncia dos
promastigotas-GFP aos macréfagos, também analisamos a eficiéncia desta aderéncia
em diferentes microambientes celulares. Os efeitos da hipdxia durante a infeccdo in
vitro de macrofagos com L. amazonensis foram avaliados pelo nosso grupo de pesquisa
(COLHONE et al., 2004; DEGROSSOLI et al., 2004, 2007) e demonstrou-se que
macréfagos em microambiente hipdxico (6% O.), quando comparados as culturas
normoxicas, reduzem a carga parasitaria em aproximadamente 50% (COLHONE et al.,
2004; DEGROSSOLI et al., 2004, 2007). Assim, questionamos se durante 0 momento
de adesao dos promastigotas em macréfagos, o microambiente hipdxico interfere neste
processo. Na analise dos resultados verificamos que nao houve diferenca nas
porcentagens de macréfagos com promastigotas aderidos cultivados em hipdxia 6% O
e normdxia, mas na condicdo hipdxia mais severa (1% O,) menos promastigotas
aderiram as células (Figura 27). A intensidade de fluorescéncia das culturas de
macrofagos em hipoxia 6% O, e normédxia sdo semelhantes, enquanto em hipoxia 1%
O, detectou-se diminuicdo da intensidade de fluorescéncia (figura 28). Nossa
conclusao é de que a exposicao dos macréfagos a condicdo de hipoxia branda, 6% O,
nao interferiu na adesado de promastigotas, mas que a exposicao das células a hipdxia
severa (1% O,) altera o processo de adesdo. Nessa condicdo é possivel ter ocorrido
mudanca no metabolismo dos macréfagos, por exemplo, em relacdo a producao de
ATP. De fato, Leeper-Woodford e Mills (1992) observaram que em macrofagos

alveolares pré-expostos a hipdxia 1% O,, somente 2% de hemacias foram fagocitadas e



67
que ocorreu uma redugdo em 55% nos niveis de ATP. Em trabalho recente do grupo
observou-se uma diminuicdo da producdo de ATP em macroéfagos infectados com L.
amazonensis (selvagem) mantidos em hipdxia severa (DEGROSSOLI 2009). Assim,
podemos sugerir que, com o metabolismo energético alterado, macréfagos produzem
menos proteinas, carboidratos e lipidios, refletindo na quantidade e distribuicido das
moléculas e receptores da membrana plasmatica.

Os resultados do nosso trabalho com os parasitas L. amazonensis-GFP apontam
e abrem perspectivas para o desenvolvimento de novos protocolos e ensaios para a
selegédo eficiente de Leishmania-GFP e possibilitaram a discussdo do fenémeno de

selecdo de parasitas intracelulares e sua interagdo com a célula hospedeira.
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6- CONCLUSOES
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As principais conclusdes deste trabalho séo:

A manutencao da fluorescéncia das formas promastigotas-GFP, tornam a L.
amazonensis-GFP totalmente viavel para o “screening” de farmacos, uma vez
que supera a necessidade dos métodos de fixacao e coloracado de culturas de
células.

As formas amastigotas-GFP parecem ser menos sensiveis a geneticina que as
formas promastigotas-GFP e embora a selec¢ao in vivo tenha ocorrido o resultado
desta selecdo aconteceu em niveis baixos. Sendo assim as formas
promastigotas-GFP sao melhores sucedidas no processo de selegao.

L. amazonensis-GFP pode ser convenientemente usada em ensaios com
promastigotas e infeccdo em macréfagos avaliando, por exemplo, farmacos
leishmanicidas como miltefosina e glucantime, entretanto é preciso que esta
mantenha-se o suficientemente fluorescente para a realizagao destes ensaios.

A exposicao de macréfagos a hipoxia severa (1% O,) pode afetar a adesao dos

parasitas.
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