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Resumo

A leishmaniose é uma doenca endémica em varios paises, com
incidéncia anual de 2 milhdes de casos. A forma visceral da doenca € a mais
severa e a falta de tratamento pode levar o individuo a morte. Esta bem
estabelecido que a desnutricdo (DPC) constitui fator de risco para a progressao
clinica da leishmaniose visceral (LV), porém, pouco se conhece sobre os
mecanismos bioquimicos envolvidos tanto na biologia do parasito quanto na
resposta do hospedeiro na ocorréncia simultanea de DPC e LV. Assim, o
presente trabalho teve como foco a andlise do perfil protedbmico de Leishmania
(Leishmania) infantum ap6s a passagem pelo modelo murino de desnutricdo
proteica. Camundongos do grupo teste receberam dieta contendo 3% de
proteina, enquanto os do grupo controle receberam dieta normal, contendo
14%. Apdés 8 semanas do inicio da dieta, confirmou-se a desnutricdo dos
animais do grupo teste a partir dos parametros peso corporal e dosagem sérica
de proteina total e albumina. Os camundongos de cada grupo foram infectados
com promastigotas de L. infantum, na mesma dose, e, posteriormente, 0s
parasitos foram recuperados do figado e baco na 2% semana (fase aguda) e na
15% semana (fase cronica) pds-infecgdo. Apdés a 152 semana de infeccdo
cronica, parasitos recuperados de animais de ambos o0s grupos exibiram curva
de crescimento diferencial in vitro, sugerindo maior atividade proliferativa de
promastigotas isolados de camundongos desnutridos. O estado nutricional
também influenciou significativamente no aumento da carga parasitaria total do
figado em animais desnutridos. A técnica 2D-PAGE comparativa, para 0s
extratos de L. infantum recuperados dos dois grupos, revelou perfis
eletroforéticos similares com poucos spots unicos de cada extrato. No entanto,
promastigotas recuperados de animais em fase cronica da LV e submetidos a
desnutricdo apresentaram aumento de expressdo para proteinas envolvidas
com biossintese proteica. A resposta imune humoral dos animais, frente a
antigenos soluveis do parasito, também foi avaliada pela técnica de Western
blotting. Essa abordagem imunoprote6mica revelou padrbes de reatividade
distintos para os soros de animais de ambos o0s grupos. De particular
importancia, o soro de camundongos desnutridos quando empregado na

mesma diluicdo do soro de camundongos normonutridos, ndo reconhece
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proteinas da familia das HSP’s e chaperoninas, as quais tém sido descritas
como altamente imunogénicas em diversos estudos. Coletivamente, o0s
resultados obtidos demonstraram que a DPC altera o perfil proteémico de L.
infantum, compromete o estabelecimento de uma resposta humoral eficaz
contra proteinas do parasito e esta associada ao aumento de carga parasitaria

no hospedeiro vertebrado.
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Abstract

Leishmaniasis is an endemic disease in many countries with
approximately 2 million cases reported annually. The visceral form of the
disease is the most severe, and the lack of treatment can lead to death. It has
been established that undernutrition constitutes a risk factor for the progression
of visceral leishmaniasis (VL). However, little is known about the biochemical
mechanisms involved in parasite’s biology as well as in the host response when
undernutrition and VL occur simultaneously. In this context, the present
investigation intended to evaluate the proteomic profile of Leishmania
(Leishmania) infantum promastigotes after passage in mice previously
maintained under protein restriction. Mice belonging to the test group received a
diet containing 3% protein whilst those from the control were fed a 14% protein
diet. After 8 weeks, protein undernutrition was confirmed for test-group animals
by monitoring body weight and serum levels of total protein and albumin. Mice
from both groups were then inoculated with L. infantum promastigotes, at the
same dose, and parasites recovered from liver and spleen on the 2™ (acute
phase) and 15" (chronic phase) weeks post-infection. Promastigotes from mice
under chronic phase VL exhibited a differential growth curve in vitro, suggesting
an increased proliferative activity for parasites isolated from animals of the test
group. The nutritional status also significantly increased parasite burden in the
liver of test-group animals. A comparative 2D-PAGE technique, using protein
extracts of L. infantum promastigotes isolated from both groups, revealed
similar electrophoretic profiles with few unique spots assigned to each extract.
Nevertheless, promastigotes recovered from animals under chronic phase VL
and submitted to protein restriction displayed increased expression of
molecules involved with protein biosynthesis. The reactivity of whole serum IgG
against parasite soluble antigens was also evaluated using the Western blotting
technigue. This immunoproteomic approach revealed distinct reactivity patterns
associated with the sera of animals belonging to the two groups. Of particular
importance, sera from test-group animals, when used in the same dilution as
sera from control-group animals, did not recognize HSP’s and chaperones
which have been described as highly immunogenic in various studies.

Collectively, our results demonstrated that protein undernutrition alters the
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proteomic profile of L. infantum, compromises the establishment of an efficient
humoral response against promastigote antigens and is associated to increased
parasite burden in the vertebrate host.
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1. Introducéo

1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios digenéticos da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género Leishmania (ROSS, 1903;
LAINSON & SHAW, 1979). Os parasitos desse género foram divididos em dois
subgéneros, de acordo com o local onde se desenvolvem no intestino do vetor:
espécies do subgénero Leishmania (Leishmania) se desenvolvem no intestino
anterior e médio; jA a espécies pertencentes ao subgénero Leishmania
(Viannia) se desenvolvem na porcdo posterior (BATES, 2007). A transmissao
do parasito se deve a picada de fémeas de flebotomineos, que podem infectar
desde o homem a animais silvestres e domésticos, como roedores e céaes
(DESJEUX, 2004). Vinte espécies de Leishmania sédo patogénicas para seres
humanos e, pelo menos 30 espécies de flebotomineos s&o vetores
comprovados (SEAMAN et al., 1996).

E estimado que, aproximadamente, 350 a 400 milhées de pessoas no
mundo encontram-se em risco de contrair as leishmanioses, e 12 a 14 milhdes
estédo infectadas. Por ano, ocorrem 2 milhdes de novos casos (1,5 milhdes de
casos de leishmaniose cutanea e 500 mil casos de leishmaniose visceral)
(WHO, 2010).

A doenca é considerada endémica em 88 paises, desses, 72 sao paises
em desenvolvimento (WHO, 2005). Entretanto, o impacto das leishmanioses na
salude publica tem sido grosseiramente subestimado. Durante os ultimos 10
anos, as areas de regides endémicas expandiram e houve um grande aumento
no numero de casos registrados da doenca. Esse dado é alarmante, uma vez
que a notificacdo da doenca é obrigatéria em apenas 32 dos 88 paises
afetados. Além disso, em muitos paises, a maioria das ocorréncias € de
responsabilidade de organizagbes nao-governamentais ou do setor privado,
nao sendo normalmente incluidas em dados de vigilancia, aumentando a
subnotificacdo. De acordo com o indice DALY (Disability-Adjusted Life Years),
expresso em anos de vida perdidos devido a incapacidade, sdo perdidos 2
milhdes de anos de vida devido as leishmanioses (ANTINORI et al., 2012;
BERN et al., 2008; WHO, 2010).



A leishmaniose esta intimamente relacionada a pobreza, desnutricéo,
deslocamento, condi¢cdes precarias de habitagcdo, sistema imunolégico
debilitado e falta de recursos. Também esté ligada as mudancas ambientais,
como o desmatamento, a construcdo de novas barragens, sistemas de
irrigacdo e urbanizacdo, e a migracdo de pessoas susceptiveis para areas
endémicas (ANTINORI et al., 2012; WHO, 2005; GONTIJO & MELO, 2004).

O ciclo de vida do parasito se estabelece entre o trato digestivo do
flebotomineo e os fagolisossomos dos macréfagos do hospedeiro vertebrado.
No intestino do inseto, sdo encontradas as formas promastigotas extracelulares
que se replicam até se diferenciarem na forma metaciclica (infecciosa). Ja nos
fagolisossomos, as promastigotas se transformam em amastigotas
intracelulares, fase responsavel pela doenca, podendo infectar também outras
células do sistema fagocitico mononuclear (PETER & SACKS, 2006; CUERVO

et al, 2010). A figura 1 mostra o ciclo de vida de Leishmania spp.

Leishmania life cycle

Metacyclic
promastigote 0
)
insect human
host host 2
Procyelic '
promastigote Intracellular

amastigote

-.‘J

LA P

ue“ . '-
- od

Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania. A forma infectiva da Leishmania,
promastigota metaciclica (1), é transmitida pela picada da fémea de flebotomineo
infectada durante o repasto sanguineo. Promastigotas metaciclicas séo fagocitadas
pelos macrofagos (2). Dentro dos fagolisossomos dos macrofagos, as formas
promastigotas se transformam em amastigotas (3) que se multiplicam por divisédo
binaria, lisam os macréfagos e podem infectar outras células fagociticas
mononucleares (4). Durante o repasto sanguineo, os fleb6tomos ingerem macréfagos
infectados (5); no trato digestorio do inseto as formas amastigotas se transformam em
promastigotas prociclicas (forma proliferativa) e migram para a probéscide como
formas promastigotas metaciclicas continuando o ciclo (Cuervo et al., 2010).

O amplo espectro de formas clinicas das leishmanioses esta

estreitamente associado as espécies de Leishmania e ao estado imunolégico



do paciente (DESJEUX, 2004). No homem, a doenca pode ocorrer em quatro
formas principais: leishmaniose cutanea (LC), cutanea difusa (LCD),
mucocutanea (LMC) e visceral (LV). A LC é caracterizada pelas lesdes
multiplas e incapacitantes com cicatrizes desfigurantes; a forma mais grave, a
LC recidiva, tem dificil tratamento. A LCD geralmente ocorre em individuos com
resposta imune deficiente e tem como principais caracteristicas as lesdes
disseminadas por toda a pele que se assemelham as de hanseniase e que nao
cicatrizam espontaneamente. Também conhecida como espundia, a LMC
provoca extensa destruicdo na cavidade oral-nasal e faringea. Essas lesdes
provocam mutilagcdo da face e grande sofrimento para o paciente, sendo muito
comuns em individuos imunossuprimidos. Ja a LV, também chamada de kala
azar, é a mais severa forma dentre as leishmanioses e a falta de tratamento
pode levar o individuo a morte (MURRAY et al., 2005; PISCOPO & MALLIA
AZZOPARDI, 2007).

1.2. Leishmaniose Visceral

A LV é uma doenca causada por parasitos protozoarios constituintes do
complexo Leishmania donovani o qual inclui trés espécies: L. donovani e L.
infantum em paises do Velho Mundo, e L. chagasi em paises do Novo Mundo
(LAINSON & SHAW, 1987). A identidade da L. chagasi tem sido questionada
ha algum tempo, e muitos autores tém considerado L. chagasi e L. infantum
como sendo a mesma espécie (MAURICIO et al., 1999).

Na América Latina, a doenca ja foi descrita em pelo menos 12 paises,
sendo que 90% dos casos ocorrem no Brasil (MS, 2006). Na década de 80, a
LV ocorria principalmente em areas rurais pobres no nordeste do Brasil. Com a
migracdo macica dessas populacdes rurais para as periferias das grandes
cidades, a distribuicdo geografica da LV no pais mudou consideravelmente.
Favelas densamente povoadas, degradacao do meio ambiente, condi¢Ges de
vida precarias, esgoto e coleta de lixo inadequados e o contato com céaes e
outros animais infectados fizeram com que a incidéncia da doenca passasse de
1500 casos/ano para mais de 3000 casos/ano nas ultimas décadas (COSTA et
al., 2005; WERNECK et al., 2007). Atualmente, a LV tém casos registrados em



19 dos 27 estados, com aproximadamente 1.600 municipios apresentando
transmissdo autoctone (MS, 2006).

O periodo de incubacdo da LV pode variar desde semanas a Varios
anos. Os pacientes podem apresentar febre, perda de peso e organomegalias
gue resistem por meses (VAN GRIENSVEN & DIRO, 2012). A esplenomegalia
€ proeminente; j& a hepatomegalia € menos acentuada, a ndo ser em casos
avancados da doenca, em que pode evoluir para disfuncéo hepatica, ictericia e
ascite (Figura 2). Outros disturbios clinicos podem ser observados, como:
linfadenopatias, anemia, trombocitopenia, neutropenia (devido a supressao da
medula Ossea e 0 sequestro esplénico); hipergamaglobulinemia, aumento
moderado das enzimas do figado e hipoalbuminemia. Além disso, 0 paciente
ainda apresenta alto risco de contrair infecgdes oportunistas (como otite,
piodermite, infeccdo do trato urinario e respiratorio), que podem evoluir para
sepse (HERWALDT et al., 1999; ALVAR et al., 2008).

Figura 2. Leishmaniose visceral no Estado de Bihar, india. (A) Individuo

com hepatoesplenomegalia acentuada e desnutricdo. (B) Criangas com
aumento do bago ou figado (MURRAY, 2005).

Medidas profilaticas eficazes sdo necessarias para o controle da LV em
areas endémicas. Inseticidas de acao residual e armadilhas para eliminacéo do
vetor, acdes ambientais por parte do governo (como a conscientizacdo da
populacdo com relacdo a desmatamentos e queimadas), levantamento e
tratamento dos individuos doentes, além da eutandsia de cdes soropositivos,
sdo importantes para a erradicacao da doenca (KROEGER, 2007; WHO, 2010;
MS, 2006).



1.3. Fatores Determinantes para o Desenvolvimento de

Leishmaniose Visceral

1.3.1. Vetor

A leishmaniose visceral é transmitida, na maioria dos casos, por fémeas
da espécie Lutzomyia longipalpis. No Brasil, duas espécies, at¢é o momento,
estdo relacionadas com a transmissao da doenca: Lu. longipalpis e Lu. cruzi. O
Lu. longipalpis tem distribuicdo geografica mais ampla, pois houve adaptacéo
deste vetor aos ambientes urbanos, em periferias de grandes centros,
principalmente na Regido Sudeste (MS, 2006).

No momento do repasto sanguineo, os flebotomineos infectados
depositam a saliva na derme do hospedeiro, e injetam as promastigotas e
glicoconjugados secretados pelas mesmas. Esses fatores influenciam na
resposta imune e podem aumentar a gravidade da infeccdo (TITUS &
RIBEIRO, 1988; ROHOUSOVA et al., 2012). O nimero de parasitos inoculados
pelo vetor pode influenciar na evolucao da doenca. Quanto maior o niumero de
promastigotas, maior a resposta imune do hospedeiro no local da picada,
dificultando assim a propagacéo para os orgaos viscerais (MAIA et al., 2011).

A saliva dos flebotomineos transmissores da forma visceral, que possui
uma vasta gama de substancias farmacologicas, causa um aumento na
vasodilatacdo, ao contrario da saliva dos vetores que disseminam a forma
cutanea, o que pode melhorar o acesso do parasito as visceras, influenciando
no desenvolvimento da doenca (WARBURG et al., 1994).

Algumas proteinas da saliva dos flebotomineos podem apresentar,
ainda, papel protetor contra a LV. Em hamsters, a imunizagdo com essas
proteinas induziu um aumento da producdo de IFN-y no local da picada e
diminuicdo da carga parasitaria (GOMES et al., 2008). Individuos de uma area
endémica de LV apresentaram uma resposta de anticorpos robusta contra a
saliva de Lu. longipalpis, que se correlacionou com a resposta imunolégica anti-
parasito e, 1 ano ap0s a exposi¢ao, obtiveram uma reducéo significativa da
infeccdo (VINHAS et al.,, 2007). Assim, a saliva do vetor pode aumentar a
infeccdo por Leishmania e a vacinagdo com a mesma pode impedir a

progressédo da LV.



1.3.2 Parasito

As espécies causadoras da LV (L. donovani, L. infantum, L. chagasi) séo
mais adaptadas para sobreviver e proliferar em 6rgdos viscerais do que as
espécies associadas a forma cutédnea e sdo resistentes as temperaturas mais
altas. Durante o curso da LV, a febre pode chegar a 40°C e ampliar a resposta
imune através do aumento das células dendriticas, a migracao de neutrdfilos, a
producdo de citocinas pro-inflamatorias e a atividade das células Thl, assim
como a producdo de oxidantes por essas células fagociticas. Ja foi
comprovado que L. donovani é mais resistente ao oxido nitrico e peroxido de
hidrogénio do que L. major (SCOTT, 1985; SARKAR et al., 2012).

As diferencas genéticas entre as espécies de Leishmania que regem as
manifestacdes clinicas especificas ainda ndo sao completamente elucidadas.
Porém, a familia do gene A2, expresso em L. donovani e L. infantum, ja é bem
caracterizada e esta relacionada com a visceralizacdo da doenca. A expressao
do gene A2 ¢é induzida pela diferenciacdo da fase promastigota em amastigota,
e pode proteger o parasito contra o choque térmico e o stress oxidativo. A
diminuicdo da expressao e a inibicdo parcial desses genes resultaram na
diminuicdo da carga parasitaria em camundongos BALB/c, e a introducéo
desses genes em cepas de L. major aumentou a disseminacao para os 6rgaos
viscerais (ZHANG et al., 2003; McCALL & MATLASHEWSKI, 2010; CHAREST,
1994).

1.3.3 Hospedeiro

O sistema imunoldgico do hospedeiro € o ponto principal para o
desenvolvimento da LV. A propor¢cdo de casos assintomaticos para casos
sintomaticos é estimada em 18:1, o que demonstra que muitos individuos
infectados sdo capazes de desenvolver uma resposta imune eficaz contra o
parasito (McCALL et al. , 2013). Para o controle da infeccdo, se faz necessaria
uma resposta eficiente mediada por Thl e IFN-y, com a produc¢do de NO, que
tem funcgéao “leishmanicida”, o que pode impedir a disseminagéo para os 6rgaos
viscerais (STANLEY & ENGWERDA, 2007; DIEFENBACH et al., 1999).

Entretanto, somente a resposta mediada por Thl e IFN-y ndo é suficiente para
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proteger contra a doenca, ja que alguns portadores de LV séo incapazes de
produzir IFN-y em resposta a antigenos de Leishmania, e niveis elevados de
IL-10 (interleucina imunossupressora) também estdo correlacionados a casos
sintométicos (SINGH et al., 2012).

Em meados dos anos 80, houve a propagacédo global do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e, concomitantemente, houve o surgimento da
co-infeccdo HIV/LV, principalmente dentre os usudrios de drogas intravenosas.
O risco de desenvolver a doenca € dez vezes maior para portadores de HIV
comparado a individuos néo infectados. Espécies que causam a forma cutanea
também podem causar a forma visceral em pacientes imunodeprimidos, nesse
caso, as manifestacdes da doenca sdo atipicas, como a presenca de lesbes
cutdneas e parasitemia visceral, simultaneamente. Nesses pacientes, as
caracteristicas classicas da doenca sdo as mesmas, porém a resposta ao
tratamento € menor e a taxa de recidiva chega a 90% para os individuos que
nao recebem a terapia anti-retroviral. Os casos de co-infecgao HIV/LV tém
aumentado nas regifes da Africa Sub-Saariana, india e América do Sul. No
Brasil, aproximadamente 2% dos casos reportados de LV sdo de co-infeccao
(ALVAR et al., 1997; KUBAR et al., 1998; ALVAR et al., 2008).

A genética do individuo pode influenciar no desenvolvimento da LV,
alguns estudos encontraram polimorfismos nos genes correlacionados a
resposta imune em populacbes de areas endémicas, como citocinas,
quimiocinas e seus receptores (TNF-a, IL-4, TGF-B, IL-2, CXCR2), que estéo
associados a casos sintomaticos e assintomaticos de LV (KARPLUS et al.,
2002; MOHAMED et al., 2003; SAKTHIANANDESWAREN et al., 2009; FRADE
et al., 2011).

A idade também € um elemento significativo, na maior parte das areas
endémicas, 80% dos casos registrados de LV ocorrem em criangas com menos
de 10 anos. Existe uma tendéncia de modificacdo na distribuicdo dos casos por
grupo etario, com ocorréncia de altas taxas também no grupo de adultos
jovens. A razédo da maior susceptibilidade das criangas pode ser explicada pelo
estado de relativa imaturidade imunoldgica celular muitas vezes agravada pela
desnutricdo, tdo comum nas areas endémicas, além de uma maior exposicéo
ao vetor no peridomicilio. Ja é bem definido que a idade do hospedeiro pode

influenciar na resisténcia a infeccao por Leishmania, porém, os mecanismos

8



gue resultam essas altas incidéncias de casos clinicos entre criangas ainda séo
pouco esclarecidos. Além de tais fatores, € importante destacar a nutricdo do
hospedeiro, que pode influenciar diretamente o sistema imunolégico do mesmo
(SILVA et al., 2001; PETRELA et al., 2010; SINGH et al., 2007; MULLER et al.,
2008; MS, 2006; BRAGA et al., 2013).

1.4. Desnutricéo

Entende-se por desnutricio um grupo heterogéneo de disturbios,
caracterizados pela deficiéncia de macro e micronutrientes. E um sério
problema de saude publica, que muitas vezes coexiste com processos
infecciosos e inflamatorios, além de problemas ambientais (HUGHES & KELLY,
2006). Em 2004, estimou-se que 852 milhdes de pessoas apresentavam
desnutricdo, sendo a maioria em paises em desenvolvimento. A desnutricdo é
responsavel direta ou indiretamente por 54% das 10,8 milhdes de mortes de
criancas com idade inferior a 5 anos (WHO, 2005).

O Brasil, desde a década de 70, tem apresentado reducdo na
prevaléncia de baixo peso entre ambos 0s sexos, em diferentes fases da vida,
e em todas as regifes do pais. A melhoria no poder aquisitivo das familias teve
participacdo de 21,7% na reducdo da desnutricdo em criancas menores de
cinco anos, na ultima década. Porém, a distribuicdo regional da desnutricdo
segue a mesma distribuicdo da pobreza, determinando, ainda com maior
intensidade, as desvantagens das regides Norte e Nordeste. Hoje, sabe-se que
o baixo peso para a idade (desnutricdo aguda) e a baixa estatura para a idade
(desnutricdo cronica) afetam, respectivamente, aproximados 1,7 e 7,0% das
criancas brasileiras (COUTINHO et al., 2008; MONTEIRO et al., 2006; UAUY &
MONTEIRO, 2004).

Os individuos com desnutricdo proteico-calérica (DPC) podem ter
sintomas varidveis determinados de acordo com o tipo de desnutricdo. A
inanicdo simples (a privacdo absoluta de alimento) representa a fase final da
DPC continua. Na extremidade oposta, esta a privacao de proteina que ocorre
em individuos que consomem quase exclusivamente carboidratos;
caracterizada  principalmente pela deficiéncia proteica severa e

hipoalbuminemia. A perda de proteinas ininterrupta pode se tornar prejudicial a
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vida pelo comprometimento dos musculos cardiacos e sistema respiratorio,
como também comprometer o sistema imunoldgico. A limitacdo das defesas
imunoldgicas torna o individuo susceptivel a um ciclo vicioso de infec¢des
oportunistas, como diarréia, perda de nutrientes e, finalmente, a morte
(MAHAM & ESCOTT-STUMP, 2011, LI et al., 2007).

Por outro lado, uma doencga primaria pode levar ao aumento do
catabolismo e das necessidades nutricionais, estado denominado
hipermetabolismo. Esta condicdo €é acompanhada frequentemente por
anorexia. A associacdo destes fatores culmina com um acelerado consumo e
perda das reservas nutricionais do organismo, resultando em desnutricdo
(TENNANT, 1996). No individuo doente pode ser observado aumento do
catabolismo com redirecionamento das reservas nutricionais para atender a
demanda de funcdes ligadas ao sistema imune e reparacéo tecidual. Observa-
se também menor digestdo e assimilagcdo de nutrientes associada a perdas
adicionais, representadas por diarréias, hemorragias e transudacdes
(TORRANCE, 1996).

A resposta imune é dependente de replicacdo celular e da sintese de
compostos proteicos ativos. Desta forma, € fortemente afetada pelo estado
nutricional, que determina a habilidade metabdlica celular e a eficiéncia com
que a célula reage aos estimulos, iniciando e perpetuando o sistema de
protecdo e auto-reparacdo organicos (CHANDRA et al., 1992). Calorias,
aminoacidos, vitaminas A, D, e E, piridoxina, acido folico, ferro, zinco, e selénio,
sdo nutrientes para 0s quais ja se estabeleceu a estreita relacdo existente entre
0 status organico e o funcionamento do sistema imune, como exposto no
Quadro 1 (CALDER & JACKSON, 2000; BAINES et al., 2002; SCHAIBLE et
al., 2007; Ll et al., 2007; CALDER; 2013).

Como consequéncias de deficiéncias nutricionais temos a diminuicdo de:
anticorpos humorais e da superficie de mucosas, da imunidade celular, da
capacidade bactericida de fagécitos, da producdo de complemento, do numero
total de linfocitos, do equilibrio dos subtipos de linfécitos T e dos mecanismos
inespecificos de defesa — que incluem as barreiras anatdbmicas da pele e
mucosas, a microbiota intestinal, as substancias secretoras como linfocina,
suco gastrico e muco, a febre, as alteragbes endocrinas e o sequestro de ferro
sérico e tecidual (Saker, 2004; HUGHES & KELLY, 2006; SCHAIBLE &
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KAUFMANN, 2007; BRUNETTO et al., 2007). Assim, os elementos da
imunidade adaptativa sado afetados pela DPC (CALDER, 2013).

Quadro 1. Nutrientes e sua correlacdo com o sistema imunoldgico

Nutriente Funcdo no sistemaimune

Aminoécidos Ativacao dos linfécitos T, B e macréfagos;
Expressao génica e proliferagéo dos linfdcitos;

Producédo de anticorpos, citocinas e outras substancias citotdxicas.

Vitamina A Maturacao dos neutrdfilos;
Hipovitaminose altera o balango das células Thl e Th2, e diminui atividade

das células natural killer.

Vitamina D Muitas células do sistema imune expressam receptor para vitamina D na
membrana citosolica;
Induz macréfagos a sintetizarem peptideos anti-microbianos;
Pode gerar efeitos imunossupressivos (inibicdo da proliferacéo das células T

e citocinas, e de anticorpos pelas células B)

Vitamina E Protege a camada lipidica da membrana plasmaética;
Aumento da resposta Thl mediada por células, com aumento da

proliferagdo de linfécitos e 1L2.

Acido Félico E essencial a replicag&o celular;
Sua deficiéncia esta relacionada na reducdo da formagéo de anticorpos e

replicacéo de linfocitos.

Piridoxina Baixos niveis do micronutriente resultam na diminuicdo brusca na resposta

ao antigeno, tanto humoral quanto celular.

Zinco Estd correlacionado com a sintese de DNA, crescimento celular e
diferenciacdo, e nas barreiras antioxidantes, todos importantes para a
funcéo imune;

Deficiéncia do mineral diminui a atividade das células natural killer, a

producéo de IL2, e a proliferagéo de linfdcitos.

Ferro Tem relacdo com a proliferacao das células T, e a produgdo de citocinas
pelas células Thi,;
E co-fator de diversas enzimas, como a metaloenzima superéxido
dismutase;

A deficiéncia induz atrofia do timo, o que gera grande impacto na imunidade.

Selénio E co-fator de muitas enzimas envolvidas nas defesas antioxidantes, como a
glutationa peroxidase;
A diminuicdo das reservas esta correlacionada com menor atividade das
células natural killer.

CHANDRA & MCCOLLUM, 1990; CALDER & JACKSON, 2000; BAINES, 2002; SCHAIBLE, 2007; LI, 2007; CALDER,

2012.
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1.4.1 Desnutricdo x Leishmaniose Visceral

A importancia da LV reside ndo somente na sua alta incidéncia e ampla
distribuicdo, mas na possibilidade de evoluir para formas graves e letais
quando associada a DPC e infeccbes concomitantes. Ja € bem estabelecido
que o estado nutricional dos individuos, principalmente entre criangas menores
de 5 anos, € um fator de risco para a progressao clinica da LV em areas
endémicas. Diversos estudos verificaram associacdo entre medidas
antropomeétricas abaixo da normalidade e casos sintomaticos de LV,
principalmente com relacdo a estatura por idade, que é indicativo de
desnutricdo crbnica. Criancas mal nutridas de forma moderada a severa tém 12
vezes mais chances de desenvolver LV do que as normonutridas (BADARO et
al., 1986; PEARSON et al., 1992; GONTIJO & MELO, 2004).

Entretanto, pode ser questionado se a progressao da LV foi responséavel
pela DPC, se a doenca agravou um estado de DPC pré-existente ou, ainda, se
o individuo apresenta uma forma mais grave por estar desnutrido ao adquirir a
doenca (MALAFAIA, 2009). De acordo com Silva et al.(2010), foi verificado
que, dos 345 casos de LV notificados na regido metropolitana de Belo
Horizonte/MG, 18% dos individuos apresentavam diarréia, 45,9% perda de
apetite e 27,6% apresentavam nauseas e vomitos. Esses sintomas podem
levar o paciente a um quadro de DPC e tornar a LV grave.

A deficiéncia de micronutrientes é uma variavel importante também
correlacionada a evolucado das doencas infecto-parasitarias; coexiste com a
DPC em um ciclo complexo, especialmente em populacdes de areas
vulneraveis (TAYLOR & HIGGS, 2000; BHASKARAM, 2002). Actor (1960), em
um estudo pioneiro no modelo murino, concluiu que a DPC e a deficiéncia de
vitaminas e minerais, estdo associadas a um aumento da susceptibilidade a
infeccdo por espécies causadoras da LV.

Segundo Serafim et al. (2010), em camundongos BALB/c infectados com
L. chagasi e alimentados com dieta contendo 3% de proteina e deficiente em
zinco e ferro, foi possivel observar uma diminui¢ao significativa de peso nesses
animais e um aumento importante na carga parasitaria no figado e baco, além
de uma menor producdo de IFN-y comparado ao grupo controle. Em outro

estudo, que também avaliou a importancia da deficiéncia de zinco, ferro e
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proteina na dieta, os camundongos infectados com L. donovani apresentaram
niveis elevados de prostraglandina E2 e diminuicdo de IL-10 e Oxido nitrico
(ANSTEAD et al.,, 2001). Os dois estudos demonstraram a resposta imune
deficiente do hospedeiro decorrente da deficiéncia de macro e micronutrientes.

Maciel et al. (2008), em um estudo com 149 criangas de uma regiao
endémica de leishmaniose, correlacionaram estado nutricional, idade, baixo
peso ao nascer, medidas antropométricas, histérico de amamentacao e niveis
de vitamina A com infecgdo por L. chagasi. Os casos sintométicos estavam
relacionados a baixos niveis de vitamina A, baixo peso ao nascer, menores
medidas antropométricas e menor tempo de amamentacdo. A vitamina A, é
tida como anti-infectiva, e esta associada as respostas Th-1/Th-2, cruciais para
resolucao de infecgdes intracelulares (JASON et al., 2002).

Diante do exposto, fica claro o envolvimento entre nutricdo, sistema
imunolégico e LV. Contudo, poucos estudos foram desenvolvidos a fim de se
investigar o sinergismo entre DPC e LV especificamente, e alguns mecanismos
ainda ndo séo completamente elucidados (MALAFAIA et al., 2009; SERAFIM et
al., 2010).

1.5. Abordagem Protedmica

A abordagem gendmica foi, até pouco tempo, incomparavel no quesito
que tange a visdo sobre a biologia das células e dos seres vivos, através do
sequenciamento do conjunto de genes de um organismo. No entanto, os dados
sobre a expressdo destes genes ndo séo revelados a partir destas técnicas.
Informacdes sobre abundancia dos transcritos e presenca efetiva das proteinas
nas ceélulas sdo obtidas pelo emprego de ferramentas nas areas da
transcrissémica e protedbmica (SERRUTO & RAPPUOLI, 2006; PAAPE et al.,
2011).

A palavra proteoma foi utilizada, primeiramente, para expressar a idéia
do conjunto das proteinas de uma célula ou organismo (WILKINS, 1996). A
protedmica pode fornecer descricbes detalhadas de estrutura, funcdo e
controle de sistemas biolégicos, pois suas técnicas e tecnologias permitem
conhecer as proteinas expressas por determinado organismo e suas diversas
propriedades (PATTERSON & AEBERSOLD, 2003). Além disso, possibilita
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entender como esses sistemas se tornam disfuncionais na doenca, e prever
quais intervencdes, como drogas e manipulacdes genéticas, podem ser
eficazes (ANDERSON, 2000).

A abordagem protebmica classica baseia-se, principalmente, na
separacdo de proteinas pela eletroforese em gel bidimensional (2D), a qual
separa as proteinas por dois parametros independentes: ponto isoelétrico na
primeira dimensdo e massa molecular na segunda dimensdo. Os diferentes
spots de proteinas obtidos podem ser retirados do gel, digeridos a peptideos
por proteases especificas e, entdo, identificados usando espectrometria de
massas apos analise dos espectros em bancos de dados (STEEN & MANN,
2004).

As técnicas de imunoprotedmica tém se destacado no estudo de
agentes infecciosos. Através da utilizacdo de soros como fonte de anticorpos é
possivel caracterizar 0s constituintes imunogénicos de uma preparacdo
proteica, empregando-se basicamente experimentos de Western blotting
(WILLIAMS et al., 2009; AYALEW et al., 2010; ZHU et al., 2010, COELHO et
al., 2012).

A andlise do perfil de expresséo de proteinas de tripanossomatideos tem
permitido identificar e quantificar as proteinas especificas de cada fase do ciclo
de vida do mesmo, como também proteinas especificas contidas em fracées
celulares desses parasitas associados a determinadas manifestacdes clinicas e
até mesmo proteinas envolvidas na imunoestimulacdo (CUERVO et al., 2010).

A sequéncia completa do genoma de L. infantum possui 8154 genes;
dos quais apenas 27 sao especificos da espécie, e 0s outros 8127 sdo comuns
também as espécies L. major e L. braziliensis. Até entdo, o genoma de L.
donovani era baseado na homologia com as outras espécies citadas; o seu
sequenciamento completo resultou em mais 20 genes exclusivos da espécie,
que talvez possam ser correlacionados com a doenca visceral. Contudo,
aproximadamente 70% do total previsto do proteoma de Leishmania spp ainda
nao foi identificado (IVENS et al., 2005; PEACOCK et al., 2007; PAAPE et al.,
2011; NIRUJOGI et al., 2013).

Assim, a abordagem prote6mica tem sido utilizada para investigar a
leishmaniose em estudos recentes, como a identificacdo e caracterizagdo das
proteinas secretadas pelo parasito (SILVERMAN et al., 2008; SILVERMAN et
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al., 2010); dos antigenos do parasito no soro de pacientes e cdes infectados
das proteinas especificas de cada fase do ciclo de vida (CUERVO et al., 2009;
RUKMANGADACHAR et al., 2011; FORGBER et al., 2006), dos mecanismos
de resisténcia as drogas, de novos marcadores diagnosticos e alvos para
medicamentos, entre outros (FAKRHY et al., 2002; COELHO et al., 2012;
DRUMMELSMITH et al., 2003).

Devido a escassez de estudos envolvendo os mecanismos especificos
gue regem a interacdo entre a DPC e a LV, e por nao ter trabalhos que incluam
as técnicas protedmicas nessa area, o presente estudo objetivou contribuir com
a identificacdo das proteinas expressas por L. infantum bem como a avaliacéo

da influéncia da DPC sobre as mesmas.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo geral a identificacdo de proteinas
diferencialmente expressas em L. infantum apos a infeccdo de camundongos
com desnutricdo proteica. Além disso, também foi avaliada a influéncia da
desnutricdo do hospedeiro vertebrado na resposta imune humoral contra

proteinas do parasito.
2.2. Objetivos Especificos

2.2.1 — Avaliar nutricionalmente dos camundongos nos periodos pré e pos

infecgao por L. infantum.

2.2.2 — Avaliar o perfil de crescimento in vitro de promastigotas de L. infantum

isoladas de camundongos normonutridos e desnutridos.

2.2.3 — Analisar comparativamente o perfil protebmico dos parasitos
recuperados dos dois grupos, desnutrido (grupo teste) e normonutrido (grupo
controle), durante as fases aguda e crénica da doenca através da eletroforese

bidimensional.

2.2.4 — ldentificar as proteinas envolvidas na resposta imune humoral do

hospedeiro normonutrido e desnutrido frente a infeccdo por L. infantum

utilizando a abordagem imunoprotedmica.
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3. Metodologia

3.1. Desenho experimental

Grupo Controle
(BALB/c, n=6)
Dieta 14% Proteina

Grupo Teste
(BALB/c, n=6)
Dieta 3% Proteina

Tempo
(semanas)

Inicio dos
experimentos

Avaliacéo
Nutricional

10

l

Infecgdo por

Obtencao de
parasitos da
fase aguda

L. infantum

19

22

Avaliacao
Nutricional

l

Obtencio de
parasitos da
fase cronica




3.2. Inducédo a desnutricdo e avaliacao nutricional

No presente estudo foram utilizados como modelo experimental
camundongos BALB/c fémeas, isogénicos, com idade entre seis e oito
semanas e peso corporal médio de 20 gramas. Estes animais foram mantidos
em gaiolas, a temperatura entre 21 e 25°C em ciclo de claro e escuro no setor
de experimentacdo em camundongos do Centro de Ciéncia Animal da
Universidade Federal de Ouro Preto (CCA/UFOP). Agua e ragdo comercial
(diferenciada para cada grupo) foram oferecidos diariamente ad libitum. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFOP, e os procedimentos realizados estdo de acordo com 0s principios éticos
estabelecidos pelo Cdodigo Brasileiro de Experimentagdo Animal (Protocolo
CEUA 2010/42).

Para induzir a desnutricdo proteica, os camundongos do grupo teste
(n=6) receberam dieta contendo 3% de proteinas, enquanto os do grupo
controle (n=6) receberam dieta normal, com 14% de proteinas (Quadro 2).
Apds dois meses, realizou-se a primeira avaliacdo nutricional, onde o0s
parametros investigados foram albumina, proteina total do soro sanguineo e
peso dos animais. A segunda avaliacdo nutricional foi realizada trés meses

apos a infeccao por L. infantum.

Quadro 2. Composicao das dietas

Ingredientes Dieta Hipoproteica Dieta Normal
Amido de milho 588g 4939
Caseina 45¢g 1409

Amido dextrinizado 1329 1329

Oleo de milho 40g 409
Sacarose 100g 100g

Fibra 509 509

Mix Mineral 35¢g 35¢9

Mix Vitaminico 10g 10g

Total (em kcal) 3820 kcallkg 3820 kcal/kg
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A dosagem de albumina foi realizada em duplicata utilizando solucéo
contendo o reagente verde de bromocresol em tampé&o acetato de sodio (0,1M;
pH 4,0), conforme metodologia proposta por Doumas et al (1971). A leitura das
amostras foi realizada em espectrofotbmetro a 628 nm. As proteinas totais
presentes no soro foram dosadas com o kit BCA Protein Assay, Pierce®. Os
animais foram pesados semanalmente, desde o inicio do experimento.

Assim como o peso, as dosagens de proteina e albumina do grupo
controle serviram como valores normais de referéncia. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando Student’s t-test ndo pareado, através do software

Prism versao 5.0.

3.3. Cultivo de L. infantum e infecc&o experimental

Animais dos dois grupos experimentais, desnutrido e normonutrido,
foram inoculados com 1 x 10” promastigotas de Leishmania (Leishmania)
infantum, cepa C43, obtida a partir de um isolado de céo sintomatico e
caracterizada por RFLP. O cultivo dos parasitos foi realizado em meio Grace’s
Insect Medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementado com 10% de
soro fetal bovino inativado (SFB — LGC, Cotia, SP, Brasil), 2 mM de L-
glutamina (Gibco BRL, Grand Island, NY, EUA) 100U/mL de penicilina G (USB
Corporation, Cleveland, OH, EUA), pH 6,5 (Grace’s completo), a temperatura
25 *+ 1°C. Desta maneira, parasitos em inicio de fase estacionaria foram
coletados por centrifugagcédo (1540 x g por 10 min a 4°C) e lavados trés vezes
em tampédo fosfato salina (PBS). O in6culo foi preparado na concentracéo
estimada de 1 x 10’parasitos/200uL, apés a contagem em camara de
Neubauer. Os parasitos foram inoculados por via intravenosa na cauda dos
animais dos grupos controle e teste, obtendo-se, assim, a infeccéo

experimental.

3.4. Avaliacdo da carga parasitaria no figado e bago durante a fase

cronica da infeccao

Apés quinze semanas da infeccdo experimental (fase cronica da

doencga), realizou-se a necropsia dos animais. Esses foram eutanasiados por
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overdose de anestésicos (cloridrato de quetamina 10% - Syntec- a 24,0 mg/Kg
e cloridrato de xilazina 2,3% - Sespo Industria e Comércio/LTDA- a 12,0
mg/Kg), e submergidos em &lcool 70% (v:v) por 2 minutos. Assim, sob
condicBes assépticas, 0os animais tiveram sua cavidade abdominal aberta com
auxilio de tesoura cirurgica, e retiraram-se fragmentos de figado e o baco.
Esses tecidos foram pesados, e mantidos em banho de gelo imersos em meio
de lavagem (pH 7,2) constituido por DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) suplementado com 1% de soro fetal bovino, 2 mM de L-glutamina e 100
U/mL de penicilina G. A porcdo restante do figado foi coletada para
determinacdo da massa total do 6rgdo. Em seguida, realizou-se a maceracao
individual dos fragmentos de figado e os bagos com o auxilio de um macerador
de 6rgdos (Pyrex® 2 mL TenBroeck homogenizer with pour spout) e o
sobrenadante foi coletado em tubo conico de 15 mL. A fim de retirar os
fragmentos de 6rgdo, o volume total de maceracédo do fragmento de figado e
um quinto do volume obtido pela maceracdo do baco foram submetidos a
centrifugacdo a 42 x g/ 1 min/ 4°C. Coletou-se o sobrenadante, e este foi
novamente centrifugado a 1540 x g/ 10 min 4°C. O pellet resultante, rico em
parasitos, foi ressuspendido em 500uL de meio Grace, como anteriormente
descrito. O material obtido foi plaqueado, em duplicata, em placas de 96 pocos
de fundo chato, seguindo diluicdes sucessivas 1:5 (viv) em meio Grace. As
placas foram incubadas a temperatura 25 + 1°C. Apos sete dias, foi possivel
detectar por microscopia Optica a proliferacdo de formas promastigotas do
parasito. Os parasitos foram quantificados considerando o reciproco da mais
alta diluicdo positiva para parasitos moéveis. Este namero foi considerado a
concentracdo de parasitos por miligrama de tecido. A multiplicacdo desta
concentracéo pelo peso total do érgao forneceu a carga parasitaria no figado e
baco dos animais. As analises estatisticas para compara¢édo da quantidade de
parasitos encontrada nos 6rgaos dos grupos teste e controle foram realizadas

utilizando Student’s t-test ndo pareado, através do software Prism versao 5.0.
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3.5. Cultura e curva de crescimento dos parasitos da cepa C43 de L.

infantum reisolados de camundongos normonutridos e desnutridos

A fim de isolar os parasitos derivados de cada um dos grupos
experimentais, utilizou-se uma aliquota de 100uL da solucdo de parasitos das
placas de 96 pocos (item 3.3), a qual foi transferida para uma garrafa de cultura
contendo 10 mL de meio Grace. O recipiente foi incubado em estufa biologica
mantida a temperatura de 25 + 1°C, com acompanhamento diario do
crescimento da cultura.

Para se estabelecer a curva de crescimento, in vitro, dos parasitos em
meio Grace, apos o reisolamento dos mesmos provenientes das placas de
quantificacdo, realizou-se um repique com inéculo inicial de 1 x 10°
parasitos/mL. Assim, realizou-se diariamente a contagem em camara de
Neubauer, ap06s diluicdo suficiente para a realizacdo de contagem com

preciséo.

3.6. Expansao das culturas de L. infantum e obtencdo dos extratos

proteicos

Promastigotas isolados de camundongos normonutridos e desnutridos
foram expandidos em cultura. Os parasitos em fase exponencial de
crescimento foram coletados por centrifugacdo (1540 x g/ 10 min 4°C) e
lavados trés vezes em tampao fosfato pH 7,2. A quantidade de parasitos obtida
foi estimada em camara de Neubauer.

Para obtencdo dos extratos solUveis de L. infantum, foram utilizadas as
massas celulares dos parasitos dos dois grupos, teste e controle, nas fases
aguda (duas semanas de infeccdo) e crbnica (trés meses de infeccdo).
Aproximadamente 2,32 x 10° e 2,9 x 10° parasitos foram utilizados para os
extratos da fase aguda e da fase cronica, respectivamente. A massa celular foi
ressuspendida em aproximadamente 1 mL de tamp&o de re-hidratacdo (uréia
7M™, tiouréia 2M, CHAPS 2% (3-[(3-Cholamidopropil) dimetilamoénio]-1-
propanosulfonato) e tracos de azul de bromofenol), foi adicionado 5uL de
coquetel inibidor de proteases (Sigma-Aldrich) em cada tubo, e manteve-se sob

agitacdo a temperatura de 4°C por 90 minutos. Posteriormente, o preparado foi
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centrifugado a 40.000 x g (19.600 RPM), a 10°C, por 120 minutos em
centrifuga Sorvall 5C. Coletou-se o sobrenadante, e o mesmo foi submetido a
precipitacdo das proteinas com &cido tricloroacético (TCA) e acetona. A cada
100 pL de sobrenadante foram adicionados 800 pL de acetona P.A gelada
(4°C) e 100 pL de solucdo de TCA 100%. A mistura foi homogeneizada e
deixada overnight, a -20°C, para precipitacdo das proteinas. Apds a
precipitacdo, a mistura foi centrifugada a 40.000 x g por 30 minutos a 4°C em
centrifuga Sorvall 5C. O precipitado foi ressuspendido e lavado por 2 vezes
com 500 pL de acetona gelada e novamente centrifugado a 4°C e 40.000 x g
por 30 minutos. O precipitado de proteinas foi deixado a temperatura ambiente
para evaporacao total da acetona. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido
em 200 uL de tampao de reidratagao (uréia 7 M; tiouréia 2 M; CHAPS).

3.7. Eletroforese unidimensional e coloragdo por coomassie
coloidal G-250

Os extratos foram submetidos a eletroforese unidimensional (12% SDS-
Page) para andlise. As amostras, contendo 10 pg de proteina, foram diluidas
em tampao de amostra (Tris- HCI 0,125 M pH 6.8; SDS 4%; glicerol 20%; DTT
100 mM e tracos de azul de bromofenol) na proporcdo de 1:1 (viv), e
submetidas a fervura por 5 minutos antes da aplicacédo no gel. Foram aplicados
5 e 10 pL de cada amostra. A eletroforese foi realizada a 20 mA por gel em
aproximadamente 2 horas. O gel foi corado com Coomassie Coloidal G250. A
primeira etapa da coloracao foi overnight, a temperatura ambiente, em 100 mL
de solucdo (acido ortofosforico 2%; etanol 30%, v:v). No dia seguinte, foram
realizadas mais duas etapas de 30 minutos com a mesma solugcdo e, em
seguida, lavados 3 vezes por 10 minutos em 50 mL da segunda solucao (acido
ortofosférico 2%, v:v). A terceira solucdo (acido ortofosforico 2%,v:v; etanol
18%, v:v; sulfato de aménio 15%, p:v) foi utilizada nas duas etapas finais:
primeiramente o gel foi incubado em 50 mL da solugdo por 30 minutos e,
depois, adicionado 1 mL de coomassie coloidal G250 2% em 100 mL da
mesma solucdo no gel por até 72 horas. Apos a coloracao, o gel foi lavado em
etanol 20% (v:v), por até 5 minutos, para a retirada do excesso de corante.

Todas as etapas foram feitas sob agitacdo. Apds a coloracao, foi realizada a
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densitometria das amostras com auxilio do software Quantity One®, e definida

a quantidade de amostra que seria aplicada no gel bidimensional.

3.8. Eletroforese bidimensional

Os extratos proteicos solUveis dos parasitos das fases aguda e cronica
da doenca foram submetidos & eletroforese bidimensional para posterior
comparacao entre 0s grupos controle e teste. Primeiramente, as amostras
foram submetidas ao processo de isoeletrofocalizacéo (IEF) no aparelho Ettan
IPGphor Ill (GE, healthcare), a fim de separar as proteinas de acordo com o
ponto isoelétrico (primeira dimensdo). A cada amostra foi adicionado 1% de
DTT, 0,8% de anfdlitos (IPG buffer, pH 3-10, ndo linear), e tampdo de re-
hidratacdo (uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 2% e tracos de azul de bromofenol).
As strips (Immobiline DryStrip Gels 7 e 13 cm; pH 3-10, N&o-linear, GE
Healthcare), foram colocadas suavemente em cima da amostra no Strip holder
(GE Healthcare) para a incorporacdo das proteinas no gel de primeira
dimenséo, seguido da adicdo de 500 pL de cover fluid (GE Healthcare).

O processo de IEF ocorreu a temperatura de 20°C, a 50 pA/gel. Para as
strips de 7cm, seguiu-se o protocolo: 1°etapa - reidratacdo por 12 horas; 2°
etapa - 300V durante 30 minutos; 3° etapa - 1000V por 30 minutos, 4° etapa -
8000V por 3 horas. Para as strips de 13cm, o programa de isoeletrofocalizagéo
consistiu de: 1° etapa — 14 horas de reidratacéo; 2° etapa — 500 V por 60
minutos; 3° etapa — 1000 V por 60 minutos; 4° etapa — 8000 V por 2 horas e 30
minutos; 5° etapa — 8000 V por 60 minutos. Apés a IEF, a strip foi submetida
aos processos de reducdo e alquilacdo em solucdo de equilibrio (uréia 6M,
Tris- HCL 75 mM pH 8.8; glicerol 29,3%, p:v; SDS 2%, p:v; azul de bromofenol
0,002%, p:v). A etapa de reducéo consistiu da adicdo de 3 mL de solucao de
equilibrio com DTT 1% (p:v), por 15 minutos, a fim de reduzir as pontes
dissulfeto das proteinas presentes na strip. A solugcdo de reducédo foi
descartada e adicionou-se mais 3 mL da solucdo de equilibrio com
iodoacetamida 4% (p:v) por mais 15 minutos para a etapa de alquilacédo, a fim
de promover a alquilagéo dos grupos tidis e impedir a nova formacao de pontes

dissulfeto.
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Em seguida, as strips foram posicionadas em géis de poliacrilamida
(12%) para realizacdo da eletroforese com a separacdo das proteinas de
acordo com a massa molecular (segunda dimenséo). Os géis de poliacrilamida
foram selados com agarose 1,2% (p:v), diluida em tampéao de corrida (0,0025
M Tris, pH 8,3; 0,192 M glicina; 0,1% SDS, p:v). A eletroforese ocorreu a 50 V
por gel nos primeiros 20 minutos, e a 100 V no restante da corrida, por
aproximadamente 3 horas, para as strips de 7 cm, e 7 horas para as strips de
13 cm. Os géis foram corados com a técnica de Coomassie Coloidal G250,
conforme descrito anteriormente. . As imagens dos géis foram obtidas através
do scanner ImageScanner Il (GE healthcare), e a analise comparativa dos
extratos dos parasitos recuperados dos animais dos dois grupos em cada fase
foi realizada visualmente e atraves do software LUDESI REDFIN 3.

Os spots diferencialmente expressos em cada grupo foram excisados e
armazenados em tubos do tipo eppendorf, a 4°C em 1 mL de solucéo
descorante (etanol 40%, &cido acético 7%, v:v) a fim de conservar e descorar 0
fragmento de gel para, posteriormente, serem submetidos a digestdo e analise

no espectrometro de massas

3.9. Analise Imunoprotedmica

Géis uni e bidimensionais foram confeccionados com o extrato do grupo
controle e transferidos para membranas de PVDF (Polyvinylidene Difluoride,
0.2 pm) no sistema semi-seco TE-77 Amersham®, a 0,8 mA por cm? de gel por
1 hora. Apds a transferéncia, as membranas foram bloqueadas em solucéo de
bloqueio (leite em p6 5%, p:v; Tris-HCI 50 mM pH 7,5; tween 20 a 0,3%, V.v)
durante a noite, a temperatura ambiente, e posteriormente lavadas 3 vezes por
5 minutos em Tris-HCI 10 mM pH 7.5. Em seguida, as membranas foram
incubadas com o pool dos soros (n=4) dos camundongos controle e teste, na
diluicdo 1:400 em tampao de immunoblot (leite em pd 5%, p:v; Tris-HCI 50 mM
pH 7,5; NaCl 150 mM; tween 20 a 0,3%, v:v), a temperatura ambiente, por 3
horas. As membranas foram lavadas novamente com a solugdo Tris-HCI 10
mM pH 7.5, 3 vezes por 5 minutos e foi adicionado o anticorpo secundario anti-
IgG de camundongo marcado com fosfatase alcalina (Sigma) na diluigao

1:4000 em tampdo de immunoblot, por 2 horas, a temperatura ambiente.
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Realizou-se a ultima etapa de lavagem com a solugcéo Tris-HCI 10 mM pH 7.5
por 3 vezes durante 5 minutos, e a deteccdo das proteinas marcadas foi
realizada a partir da incubagédo das membranas com solugdo contendo os
substratos para fosfatase alcalina NBT/BCIP (Nitro-Blue Tetrazolium Chloride /
5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt - Sigma), conforme as
recomendacdes do fabricante.

Os spots reativos presentes na membrana obtida por transferéncia de
gel bidimensional foram excisados do gel réplica, e armazenados em
eppendorfs a temperatura de 4°C em 1 mL de solucdo descorante (etanol 40%,
acido acético 7%, v:v), para posterior digestdo e andlise no espectrdmetro de

massas.

3.10. Digestéao in gel

Os spots excisados foram submetidos ao protocolo de digestao in gel.
Brevemente, os spots foram lavados duas vezes com 1 mL de agua miliQ, e
submetidos, posteriormente, a mais uma etapa de reducéo e alquilacdo. Para a
reducdo, adicionou-se solucdo contendo 6mM de DTT, e os tubos foram
incubados por 30 minutos a 65°C. A solugdo contendo DTT foi removida e foi
adicionada, em seguida, solucdo contendo 12mM de iodoacetamida. Os tubos
foram incubados a temperatura ambiente, ao abrigo da luz, por 1 hora. Apés a
remogédo da solucdo contendo iodoacetamida, foi adicionado solugéo para
desidratacdo dos spots (bicarbonato de aménio 20mM; acetonitrila 50%, Vv:v),
por 3 vezes, 20 minutos por lavagem. Em seguida, as amostras foram
desidratadas por completo em um concentrador a vacuo (Speed Vac), e re-
hidratadas com solucéo contendo bicarbonato de aménio 20 mM e 30 ng/uL de
tripsina (MS Grade, Promega). Ap6s 20 minutos, 0o excesso de solugcdo de
tripsina foi retirado e os spots recobertos com cerca de 40 ul de solugéo
NH4HCO3; a 20mM. A tripsindlise ocorreu a 37°C por, pelo menos, 12 horas.

No dia seguinte, o sobrenadante foi coletado e transferido para outro
tubo. Para a recuperacdo dos peptideos ainda restantes na matriz do gel, foi
adicionada solucédo de acido trifluoroacético 0,1% e acetonitrila 50% (v:v), e
mantido a temperatura ambiente por 30 minutos. Mais uma vez o sobrenadante

foi coletado e adicionado ao primeiro. Os tubos foram levados novamente ao
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concentrador a vacuo, e o material seco foi armazenado a 4°C para posterior

andlise por espectrometria de massas.

3.11. Identificacdo por espectrometria de massas

Apés o processo de digestdo in gel, os peptideos resultantes foram
analisados no Setor de Espectrometria de Massas do Centro Nacional de
Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM, Campinas — SP). Inicialmente, os
peptideos foram solubilizados em 12 pL de acido férmico 0.1% e cerca de 4 uL
submetidos a pré-coluna nanoAcqutiy Symmetry C18, 5 ym (180 ym x 20 mm,
Waters) acoplada ao sistema nanoAcquity UPLC (Waters) utilizando acido
férmico a 0.1% (v/v) a um fluxo de 10 pL/min. A pré-coluna foi lavada durante 5
minutos e, em seguida, o fluxo foi direcionado para a coluna capilar
nanoAcquity BEH130 1.7 ym C18 (75 m x 250 mm, Waters). A separagado dos
peptideos nesta coluna ocorreu a partir da utilizacdo de dois solventes,
solvente A — 0.1% acido formico e solvente B — 100% ACN/0.1% &cido férmico.
O fluxo para a coluna capilar foi de 300 nL/min, a temperatura da coluna
ajustada para 60°C e o perfil do gradiente estabelecido segundo as condic¢des:
5% solvente B por 2 min, seguido por um gradiente linear até 35% solvente B
durante 20 min. Finalmente, lavou-se a coluna utilizando 95% solvente B por
2.5 min.

Este sistema de nanocromatografia, associado ao espectrometro Q-Tof
Ultima (Micromass — Waters) contendo uma fonte de nano-electrospray,
constituiu o equipamento utilizado para a deteccdo e fragmentacdo dos
peptideos. Espectros MS e MS/MS foram adquiridos utilizando o modo
AutoMSMS. Os parametros de espectrometria de massas para o modo MS
incluiram: voltagem do ion “spray” 1500 V, gas de secagem a 6L/min,
temperatura do gas de secagem 160°C, faixa de aquisicdo m/z 50-2.200. No
modo AutoMSMS as condi¢des foram as seguintes: dissociagéo induzida por
colisdo com gas N, , faixa de aquisicdo m/z 350-1.400, carga dos ions
selecionados para fragmentacéo +2, +3 e +4 e exclusao de ions com carga +1.

Dados obtidos a partir dos espectros MS/MS foram submetidos a busca
de identidade utilizando uma copia local do programa Mascot (Matrix Science

Ltd., version 2.1). Os bancos de dados utilizados foram o NCBInr e o
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NCBI_Leishmania. As buscas levaram em consideragdo os seguintes critérios:
enzima — Tripsina; modificagdo fixa — carbamidometilagdo (C); modificagéo
variavel — oxidacao (M); tolerancia para ion precursor - 10 ppm; tolerancia para
ions provenientes de fragmentacéo - 0.1 Da. Considerou-se uma taxa de falsos
positivos (FDR) de 5% e os peptideos que apresentaram expect value < 0.05
foram considerados identificagGes significativas.

As proteinas identificadas foram agrupadas em 10 categorias distintas
de acordo com o0 processo biolégico ao qual pertencem: citoesqueleto,
chaperonas, biossintese protéica, metabolismo de carboidratos, metabolismo
de nucleotideos, degradacéo protéica, metabolismo de aminoacidos, resposta
antioxidante, outros processos e hipotética. Para a categorizagdo, foram
utilizadas as anotagbes presentes no banco de dados Gene Ontology
(http://lwww.geneontology.org). As proteinas categorizadas como hipotéticas
foram submetidas a posterior analise por BLASTp
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins).
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4. Resultados

4.1. Inducdo a desnutricdo — acompanhamento do peso, niveis

séricos de albumina e proteina

Conforme descrito na se¢ao metodologia, ao longo de todo experimento,
os camundongos do grupo teste receberam dieta contendo 3% de proteinas, e
0s do grupo controle receberam dieta com 14% de proteinas. Para avaliar o
estado nutricional dos animais, foram utilizados os parametros peso, e niveis
séricos de proteina total e albumina.

A figura 3 mostra a média e o desvio padrao do peso dos animais de
cada grupo semanalmente apds a infeccdo com L. infantum. Observou-se uma
diferenca significativa (p<0.05) entre a média de peso dos animais do grupo
teste (18,13 + 0,31) e do grupo controle (24,96 + 0,18) que se manteve durante
todo o experimento. Essa diferenca foi observada também no periodo pré-
infeccdo. Nas duas semanas seguintes a infeccdo por L. infantum, na fase
aguda da doenca, observou-se um decréscimo de peso entre 0s animais do
grupo desnutrido. A média do peso dos camundongos desse grupo foi
semelhante da terceira a sexta semana, com uma queda brusca na sétima
semana, onde foi observado o menor peso médio desses animais. Contudo, a
partir da oitava semana de infec¢cdo, houve uma recuperacdo do peso dos
animais do grupo desnutrido, que se manteve até a ultima semana. Ou seja, 0
parasitismo ndo agravou o estado nutricional dos animais na fase cronica da
doenca. A média do peso dos animais do grupo controle foi semelhante
durante as 15 semanas ap0s a infeccéo.

Com o intuito de avaliar os parametros bioquimicos indicativos do estado
nutricional, apés a 8° semana de inducdo a desnutricao (pré-infeccao) e na 15°
semana apos a infecgdo (fase crénica), o sangue dos animais do grupo teste e
controle foi obtido para a dosagem de proteina total e albumina (figura 4).
Observou-se uma diferenca significativa (p<0.05) na proteina total sérica nos
animais do grupo teste e controle para os periodos pré-infeccdo e infeccéo
cronica. Em paralelo, os niveis de albumina dos animais do grupo teste
mostraram-se alterados, corroborando com os resultados obtidos para proteina
total. A infeccdo por L. infantum ndo acarretou alteragdes significativas nos

niveis de proteina total e albumina dos animais sob investigacao.
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Figura 3. Média do peso dos animais a cada semana apés a infeccdo por L. infantum. O
gréafico representa a média do peso dos animais apOs o indculo As andlises estatisticas foram
realizadas através do software Prism versao 5.0, utilizando-se Student’s t-test ndo pareado. * p<

0.05
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Figura 4. Dosagem de proteina e albumina sérica dos animais antes e
depois da infeccdo. Os graficos representam a comparacdo entre 0s niveis
séricos de proteina total (A) e albumina (B) do grupo controle e do teste nos
periodos pré-infeccdo e durante a infecgé@o cronica. As andlises estatisticas foram
realizadas através do software Prism versdo 5.0, utilizando-se Student’s t-test
nao pareado. * p< 0.05
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4.2. Curva de crescimento e quantificacdo de parasitos no bacgo e
figado.

A fim de analisar o crescimento in vitro dos parasitos, realizou-se um
repique com inéculo inicial de 1 x 10° promastigotas/mL recuperados do figado
dos animais dos grupos teste e controle provenientes da fase cronica da
doenca. A contagem de parasitos foi realizada diariamente em camara de
Neubauer, apés diluicdo suficiente para a contagem com precisao.

A figura 5 representa o grafico da curva de crescimento de L. infantum
in vitro. Observou-se que as cepas isoladas dos camundongos normonutridos e
desnutridos cresceram de forma similar até o terceiro dia. Contudo, 0s
promastigotas recuperados dos animais do grupo desnutrido apresentaram
pico de crescimento diferente com relacdo aos recuperados dos animais do
grupo controle. No quinto dia, a cultura de L. infantum isolada de camundongos
desnutridos apresentou 3, 96 x 10° parasitos a mais que a cultura de L.
infantum proveniente dos animais do grupo controle. O pico de proliferacéo
para ambas as culturas ocorreu no sexto dia, mantendo-se a diferenga no
namero total de promastigotas. No sétimo dia, observou-se uma diminuicdo na
contagem de parasitos, devido as condicdes do meio de cultura.

Com o intuito de verificar se a diferenca de proliferacdo de parasitos
observada in vitro também poderia ocorrer in vivo, carga parasitaria total do
figado e baco dos animais dos dois grupos foi avaliada. Como representado na
figura 6, observou-se uma diferenca significativa na quantidade de parasitos
no figado entre os animais do grupo teste e controle. O mesmo nao foi

observado no bacgo desses animais.
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Figura 5. Curva de crescimento in vitro das formas promastigotas recuperadas do figado
dos animais dos grupos teste e controle. Acompanhamento do crescimento em meio de
cultura de cepas de L. infantum recuperados de camundongos desnutridos (em vermelho) e
normonutridos (em azul) no periodo de sete dias.
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Figura 6. Quantificagcdo de parasitos no baco e figado dos animais apds 3 meses de
infeccdo. Os graficos representam a comparacao entre a média do log de parasitos no figado
e no baco do grupo controle (C) e do teste (D) na fase crbnica da doenca. As andlises
estatisticas foram realizadas através do software Prism versdo 5.0, utilizando-se Student’s t-
test ndo nareado. * n< 0.05.
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4.2. Perfil proteico dos parasitos recuperados dos camundongos
dos grupos teste e controle em eletroforese bidimensional (SDS-PAGE) —

analise comparativa

Os géis bidimensionais foram confeccionados com o0s extratos de
promastigotas recuperados das fases aguda e crénica da doenca de ambos os
grupos (teste e controle). Esses foram comparados com o auxilio do software
LUDESI REDFIN 3 (Anexo 1 e 2) e visualmente. Uma analise global revelou
poucas diferengas entre os proteomas dos parasitos provenientes dos animais
do grupo teste e controle em cada fase (figura 7 e 8), o que justificou a
investigacdo de proteinas presentes exclusivamente em cada extrato. A analise
comparativa entre os géis com o0s extratos de fase aguda possibilitou a
observacdo de 11 spots diferencialmente expressos entre 0s grupos; ja entre
os extratos de fase cronica, observou-se 9 spots. No geral, foi possivel verificar
maior numero de alteracbes no proteoma dos parasitos recuperados dos
animais desnutridos. As proteinas de interesse foram excisadas do gel,
submetidas ao protocolo de digestdo e os peptideos obtidos foram analisados
por espectrometria de massas. Os resultados de busca de identidades em
bancos de dados foram compilados nas tabelas 2 e 3.

De um modo geral, observou-se que, dentre as proteinas identificadas
nas fases aguda e crbnica, somente 12 apresentaram boa concordancia entre
0s parametros teoricos e experimentais. Dessa forma, foi possivel identificar
que, dentre as proteinas diferencialmente expressas nos extratos dos parasitos
recuperados da fase aguda, quatro tem funcédo estrutural (spots 5, 6 e 8) e
quatro sdo proteinas hipotéticas da espécie, sem funcao definida (spots 1, 7,
10 e 11). J& nos extratos da fase crbnica, seis estdo relacionadas a biossintese
de proteinas (spots 2, 3, 4, 5, 6 e 9), duas estéo relacionadas ao metabolismo
energético (spots 1 e 7) e 1 é considerada uma proteina hipotética (spot 8).
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Figura 7: Géis bidimensionais representativos do perfil protebmico de L. infantum recuperados na fase aguda (2 semanas) da doenca. A)
Grupo Controle, spots diferencialmente expressos marcados em azul. B) Grupo Teste, spots diferencialmente expressos marcados em vermelho. Géis
de poliacrilamida, 12%, 13 cm, pH 3-10,SDS-PAGE. Géis representativos de dois experimentos diferentes.
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Tabela 1: Proteinas diferencialmente expressas nos extratos proteicos dos parasitos recuperados dos grupos controle e
desnutrido na fase aguda da leishmaniose visceral.

Massa |
(kDa) P

Spot Proteina Acesso % cobertura Score

0i|134072901

1 Proteina hipotética 16.663 9.30 11% 74

3 (Proteina néo identificada com score significativo) - - - - -

4 (Proteina néo identificada com score significativo) - - - - -

Beta tubulina 0i|134067537 50.334 4.74 13% 259

Beta tubulina 0i|134067537 50.334 4.44 8% 152

Proteina hipotética 0i|134068298

10 15.489 5.93 7% 82
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Figura 8: Géis bidimensionais representativos do perfil protebmico de L. infantum recuperados na fase cronica (3 meses) da doenca. A) Grupo
Controle, spots diferencialmente expressos marcados em azul. B) Grupo Teste, spots diferencialmente expressos marcados em vermelho. Géis de

poliacrilamida, 12%, 13 cm, pH 3-10,SDS-PAGE. Géis representativos de dois experimentos diferentes.
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Tabela 2: Proteinas diferencialmente expressas nos extratos proteicos dos parasitos recuperados dos grupos teste e
controle na fase cronica da leishmaniose visceral.

Spot Proteina Acesso ?ﬁgis)a pl % cobertura  Score

0i|134068361

1 Cisteina peptidase calpain-like 13.037 4.70 23% 178

Proteinas presentes exclusivamente no extrato
dos parasitos do grupo desnutrido

Fator de alongamento 1- beta 0i|134074101 23 220 461 8% 177

Fator de alongamento 1- beta gi|134074101 23.220 461 14% 84

Proteina hipotética gi[134066813 ., 46 890 6% 107
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4.3. Analise imunoproteémica dos soros sanguineos dos animais

Tendo em vista 0 numero relativamente baixo de diferencas observadas
nos proteomas dos parasitos recuperados de camundongos normonutridos e
desnutridos, uma segunda abordagem deste trabalho pretendeu analisar se a
desnutricdo proteica induziu alteracdes na resposta imune humoral de
camundongos infectados. Para isto, soros dos animais de cada grupo foram
utilizados para a deteccao de proteinas reativas em experimentos de Western
Blotting.

Primeiramente, visualizou-se o perfil de bandas reativas em gel
unidimensional (figura 9), e, em seguida, foi realizada eletroforese
bidimensional (SDS-Page, 7cm, pH 3-10) como mostrado na figura 10. A fim
de identificar as proteinas do parasito envolvidas na inducéo da resposta imune
humoral dos animais do grupo controle, foram confeccionados géis de
poliacrilamida de 13 cm (12% SDS PAGE, pH 3-10, ndo-linear) com o intuito de
aumentar a resolucéo do perfil proteico e facilitar a comparacao posterior com o
immunoblotting. Mesmo assim, a comparacao entre as bandas reativas com 0s
respectivos spots no gel réplica foi dificultada, o que se deve ao fato do sistema
de deteccdo amplificar o sinal no Western Blotting por acdo de atividade
enzimatica.

Os spots das proteinas reativas do grupo controle foram excisados
conforme a figura 11, submetidos ao protocolo de digestédo e identificados por
espectrometria de massas (tabela 4). Dos 11 spots de interesse identificados
no gel réplica, sete proteinas sdo chaperonas (spots 4,5, 7, 8, 9, 10, 11), uma
esta relacionada com a biossintese de proteinas (spot 1) e duas tem funcéo

estrutural (spots 2 e 6).
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Figura 9: Immunoblotting unidimensional com extrato dos
parasitos recuperados do grupo controle. R) Gel Réplica
corado com Coomassie Coloidal G-250 (Poliacrilamida, 12% SDS
PAGE). C) Immunoblotting do soro dos animais do grupo controle
(diluicdo 1:2000).D) Immunoblotting do soro dos animais do grupo
desnutrido (diluigdo 1:2000).0 anticorpo secundario utilizado foi
IgG de cabra anti-camundongo marcado com fosfatase alcalina.
Géis e blottings representativos de experimentos diferentes.
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Figura 10: Immunoblotting do soros dos grupos teste e controle. A) Gel Réplica com extrato controle B) Immunoblotting do soro dos animais do grupo controle
(diluicao 1:400). C) Immunoblotting do soro dos animais do grupo teste (diluigdo 1:400). O anticorpo secundario utilizado foi IgG de cabra anti-camundongo marcado
com fosfatase alcalina. As sequéncias de proteinas apontadas pelas setas vermelhas s6 foram reativas ao soro do grupo controle ou ao soro do grupo teste. Os géis
confeccionados foram de poliacrilamida, 12% SDS PAGE, pH 3-10, 7 cm. Gel e blottings representativos de experimentos diferentes.

43




pH pH

kDa

- .. 89 10 p

66 M e o0 | ~ 8910

45 VR gt oSl ‘ o amery

. re, " . S,
36 et . 5§®
' o { v
b \ d
29 "0.' 1
24 1
20 Pe ' 9 .
. N

A B

Figura 11: Immunoblotting do soro do grupo controle. A) Gel Réplica com extrato controle B) Immunoblotting do soro dos animais do grupo
controle (diluicdo 1:2000). O anticorpo secundario utilizado foi IgG de cabra anti-camundongo marcado com fosfatase alcalina. Os spots reativos

circulados em azul na membrana correspondem aos do gel réplica, que foram excisados para identificacdo no espectrémetro de massas, Os géis
confeccionados foram de poliacrilamida, 12% SDS PAGE, pH 3-10, 7 cm.
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Tabela 3: Proteinas do parasito reativas ao soro do grupo controle, identificadas por espectrometria de massas.

Spot Proteina Acesso “{:?;Z)a pl % cobertura Score

Beta tubulina 0i|134067536 50.395 471 204 38

Calreticulina 0i[134071949 -, 458 5% 146

Beta tubulina gi|134067536 50.395 471 3% 62

69.317 6.0 8% 118

HSP-70 0i|134071457

HSP-70 0i|134071457

10 69.317 6.0 18% 207
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5. Discusséao

O presente estudo teve como objetivo a realizacdo de uma analise
protedmica comparativa de cepas de Leishmania (Leishmania) infantum apds a
passagem por camundongos considerados normonutridos e desnutridos, bem
como a avaliagdo da influéncia da desnutricdo do hospedeiro vertebrado na
resposta imune humoral contra proteinas do parasito por meio de técnicas de
imunoproteémica. Concomitantemente, avaliou-se a carga parasitaria no figado
e baco desses camundongos na fase cronica da infec¢do, e o crescimento in
vitro dos promastigotas provenientes dos animais dos grupos teste e controle.

No inicio do experimento, o grupo teste recebeu dieta contendo 3% de
proteina e o controle recebeu dieta contendo 14%. Para diagnosticar a
desnutricdo do grupo teste foram utilizados os parametros peso, a dosagem de
proteinas totais e albumina do soro, e comparou-se ao grupo controle. E bem
definido que, em humanos, o diagndstico de DPC deve ser realizado a partir de
uma analise dos sinais e sintomas clinicos, da antropometria e das dosagens
bioquimicas (SCHURCH, 1995); justificando a adocdo desses parametros no
presente estudo.

O grupo desnutrido apresentou média de peso significativamente menor
em relacdo ao controle durante todo o experimento. Conforme encontrado na
literatura, uma significativa reducdo da massa corpérea decorrente da ingestéo
de dietas hipoproteicas € observada em estudos envolvendo modelos
experimentais (OLIVEIRA et al., 1999; ANSTEAD et al., 2001; ALVES et al.,
2008; VITURI et al.,, 2008). O tecido muscular esquelético € sensivel a
deficiéncia proteica, assim, quando a ingestdo deste macronutriente €
diminuida, ocorre uma perda significativa de massa muscular e,
consequentemente, uma diminuicdo no peso corporal total (ALVES et al.,
2008). Além disso, conforme Vituri et al (2008), os animais alimentados com
dietas hipoproteicas apresentam uma acentuada reducdo no consumo de
racdo, comportamento este que pode explicar, em parte, a diminuicdo da
massa corporea. E importante ressaltar que a diminuicdo no consumo da dieta
também leva a um quadro de deficiéncia calorica e de micronutrientes, embora
a dieta hipoproteica utilizada seja isocalérica e apresente concentracdes

adequadas de todos os micronutrientes em relagédo a dieta controle.
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Assim como os resultados obtidos neste trabalho, varios estudos ja
demonstraram que a deficiéncia de proteinas na dieta leva a reducédo
significativa dos niveis séricos de proteinas totais dos animais submetidos a
essa condicdao (ABREU et al., 2006; COUTO et al.,, 2008). A utilizagdo das
proteinas séricas como instrumento de avaliacdo da desnutricdo proteica é
considerada um parametro importante e confiavel (FONTOURA et al., 2006).
Proteinas plasmaticas podem oferecer informagdes importantes, que refletem o
estado geral de um paciente, tanto no que diz respeito ao seu estado
nutricional, quanto a gravidade de doencas condicionantes de um estado
clinico critico a sua saude (HENRY, 1996; CHAVES, 1985). A sintese de
proteinas hepatica depende da disponibilidade de aminoéacidos, e, assim, o
individuo com privacado de proteinas na dieta tera consequéncias negativas na
biossintese dessas macromoléculas (LOGAN & HILDEBRANT, 2003).

Da mesma forma, verificou-se neste estudo que os animais do grupo
teste apresentaram concentracdes séricas de albumina significativamente mais
baixas do que as do grupo controle antes e depois da infec¢cdo (p<0.05). A
albumina é a proteina plasmatica mais abundante, correspondendo a quase
50% das proteinas totais do soro, é o indicador bioquimico de desnutricdo mais
utilizado. Dentre as fungcbes da albumina pode-se destacar a participacdo na
manutencdo do volume plasmatico circulante e do equilibrio &cido basico e o
transporte de uma ampla variedade de substancias fisiologicas (FONTOURA et
al., 2006). Borelli et al (2007) observaram que camundongos Swiss
alimentados com dieta hipoproteica (4% de caseina) apresentaram niveis
séricos de albumina significativamente menores que o grupo controle, em que
foi administrada dieta contendo 20% de caseina. J& Serafim et al (2010)
relataram que houve uma diferenca significativa entre os niveis de albumina de
camundongos normonutridos e desnutridos (animais sob dieta contendo 3% de
proteina e deficiente em zinco e ferro), porém néo foi encontrada diferenca
significativa nos niveis de albumina entre os camundongos antes e depois da
infecgdo com L. chagasi, corroborando com os resultados deste trabalho. Na
LV humana, dados da literatura mostram que a hipoalbuminemia €
frequentemente observada entre os pacientes sintomaticos (BOUREE et al.,
2000).
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Com relacdo a quantificacdo de parasitos no baco e figado dos animais,
verificou-se um aumento significativo de parasitos no figado do grupo
desnutrido em relagdo ao controle (p<0.05) na fase cronica da doenca,
evidenciando uma resposta imunoldgica deficiente decorrente da desnutricao.
O mesmo também foi verificado no trabalho de Serafim et al (2010), onde os
camundongos do grupo desnutrido receberam dieta com o mesmo percentual
de proteinas, mas deficiente em zinco e ferro. Anstead et al (2001), em um
estudo envolvendo cepas de L. donovani, observaram que o aumento da
visceralizacdo do parasito foi influenciada pelo grau de desnutricio dos
animais. Assim, os trés grupos alimentados com dietas hipoproteicas (contendo
6%, 3% e 1% de proteina) apresentaram maior disseminacao para o baco e,
principalmente, para o figado em relacdo ao grupo normonutrido em apenas
trés dias de infeccdo. O grupo que recebeu dieta com 1% de proteina
apresentou maior percentual de visceralizagdo comparado aos demais.

O aprimoramento das técnicas para identificacdo das proteinas e o
desenvolvimento de métodos apropriados para lise e extracdo proteica de
Leishmania spp. levaram a produgéo de varios mapas de proteinas destes
parasitos (ACESTOR et al., 2002). Utilizando a eletroforese bidimensional e os
métodos de coloracdo com prata ou Coomassie Coloidal G-250, foram
detectadas proteinas expressas por diferentes espécies de Leishmania spp.
(GONGORRA et al.,, 2003.;BROBEY et al., 2006; CUERVO et al., 2007).
Proteinas expressas diferencialmente de acordo com o estagio de
desenvolvimento do parasito e produtos de excrecdo e secrecao também tém
sido alvos de investigacdo (EL FAKHRY et al., 2002; BENTE et al., 2003;
NUGENT et al.,, 2004; WALKER et al., 2006; SILVERMAN et al., 2011).
Conforme relatado anteriormente, a associacao entre a DPC e a LV ainda néo
foi investigada utilizando-se uma abordagem protedmica.

Conforme observado, os promastigotas recuperados dos animais do
grupo desnutrido apresentaram crescimento in vitro diferencial quando
comparados aos recuperados dos animais do grupo controle. Este fato
estimulou uma anélise bidimensional comparativa do perfil protedmico dos
parasitos apds a passagem pelos animais normonutridos e desnutridos, a fim
de identificar possiveis alteracdes no proteoma de L. infantum influenciadas

pelo estado nutricional do hospedeiro.
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No geral, poucas alteragbes no proteoma dos promastigotas
recuperados de animais dos grupos teste e controle foram verificadas, tanto na
fase aguda quanto na fase cronica da doenca. Dentre as proteinas expressas
diferencialmente entre os promastigotas provenientes do grupo desnutrido na
fase aguda, podemos destacar a beta tubulina e as proteinas hipotéticas. As
tubulinas representam proteinas altamente abundantes em Leishmania, sendo
responsaveis pela formacao de microtibulos, dimeros de alfa e beta tubulina.
Esses possuem um papel crucial na divisdo celular, na manutencdo da
morfologia e motilidade, no deslocamento de vesiculas e organelas, e na
orientacdo do cinetoplasto (WERBOVETZ et al., 1999; HAVENS et al., 2000).
As proteinas hipotéticas de L. infantum ainda ndo possuem funcéo definida.

Na fase crbnica da doenca, os parasitos recuperados do grupo
desnutrido apresentaram, principalmente, expressao diferencial de proteinas
relacionadas com a biossintese proteica, sendo elas: fator de alongamento 1-
beta e fator de iniciagdo. A transformacdo da informacdo genética do DNA em
proteinas funcionais € um processo complexo que envolve indmeras moléculas
e complexos proteicos participando dos processos de transcricdo e traducéo.
Fatores de iniciacdo eucarittica (elF2) desempenham um papel central na
manutencdo do que é geralmente considerado como um passo limitante na
traducdo do mRNA. O elF2 se liga ao GTP e ao Met-iRNA e o transfere a
subunidade 40S do ribossomo (KIMBALL, 1999). A fosforilacdo da menor
subunidade de elF2 (alfa) impede a formacdo do complexo elF2-GTP-Met-
iIRNA e a sintese de proteinas. A fosforilagdo de elF2-alfa ocorre sob uma
variedade de condicbes, incluindo infeccdo viral, apoptose, privacdo de
nutrientes, privacao de ferro heme, e situacbes de stress (KIMBALL, 1999). O
fator de alongamento polipeptidico eucariético (EF1) ndo é somente o principal
fator traducional, mas também uma das mais importantes proteinas
multifuncionais, consistindo de 4 subunidades (alfa, beta, gama e delta). A
subunidade alfa ligada ao GTP catalisa a reacao da ligagdo do aminoacil-tRNA
ao sitio A do ribossomo. Ja a EF1-beta catalisa a troca de GDP em GTP na
subunidade alfa. Os fatores eucaridticos de alongamento tém sido ligados a
varios processos celulares importantes, incluindo o controle traducional,
transducdo de sinal, organizacdo do citoesqueleto, apoptose, e processos

nucleares como a sintese de RNA e mitose (EJIRI, 2002).
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E notavel a diversidade entre os tipos de proteinas diferencialmente
expressas pelos parasitos recuperados dos animais desnutridos nas fases
aguda e cronica da infeccao por L. infantum. Na fase aguda, grande parte das
proteinas diferencialmente expressas estdo relacionadas ao citoesqueleto, ja
na fase cronica elas estdo relacionadas aos processos de biossintese de
proteinas. Este fato sugere que as condigbes do hospedeiro, como a DPC, e o
tempo de infec¢édo, podem influenciar na expresséo diferencial de proteinas do
parasito. A desnutricdo do hospedeiro interfere diretamente na resposta imune
do mesmo, assim, a proliferacdo do parasito € aumentada e, com isso, ha
também um aumento da expressdo de proteinas relacionadas a sintese
proteica pelo parasito.

Contudo, a identificacdo de proteinas diferencialmente expressas por L.
infantum apds a interferéncia da DPC ainda precisa ser aprofundada. Embora
poucas alteracdes protedmicas tenham sido detectadas, isso ndo significa que
ndo ha um maior numero de proteinas diferencialmente expressas. A utilizacdo
de outras abordagens como a utilizacdo de géis com faixas distintas de ponto
isoelétrico e maior poder de resolucéo, e a avaliacdo dos extratos proteicos a
partir da prote6bmica shotgun (com a digestdo das proteinas em solucéo e a
andlise comparativa dos constituintes proteicos obtidos) podem ser Uteis para
identificar as diferencas nos perfis protedmicos. E de particular interesse, a
avaliacdo das alteracdes influenciadas pela DPC na forma amastigota do
parasito, que é responsavel pela infec¢do do sistema fagocitico mononuclear e
o desenvolvimento da doenga em si.

Como relatado anteriormente, o estado nutricional do animal define a
resposta imune, ou seja, determina a capacidade metabdlica celular e a
eficiéncia com que a célula reage aos estimulos, iniciando e perpetuando o
sistema de protecdo e auto-reparacéo organicos (BRUNETTO et al., 2007). Em
resposta a infeccdo, o sistema imunologico inato € ativado primeiro, e, em
seguida, sao ativadas as fungbes da imunidade adquirida do hospedeiro.
Ambos o0s processos envolvem ativagdo e proliferacdo de células imunes e
sintese de um conjunto de moléculas que necessitam de replicagdo do DNA,
expressdo do RNA, e a sintese e secrecdo de proteinas, que requerem
consumo de energia adicional (MALAFAIA et al., 2009). Varios aspectos da

imunidade inata sdo imprescindiveis para o combate a Leishmania sp.
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Através de experimentos de western blotting, os dados deste trabalho
sugerem que os camundongos desnutridos apresentam comprometimento na
montagem de uma resposta imune humoral eficiente contra a infecgdo por
Leishmania infantum. Os anticorpos envolvidos nesta resposta sao
drasticamente afetados pelas condi¢cdes nutricionais do animal. Os
mecanismos envolvidos na relacdo entre DPC e a resposta imunoldgica
adaptativa sdo multiplos. Dados da literatura demonstram que, em criancas
desnutridas, ha uma diminuicdo significativa nos linfocitos T funcionais. Caso a
estrutura e funcdo do timo sejam comprometidos, a resposta de células T de
memoria € reduzida (KEUSCH et al., 2003; SAVINO et al., 2002). Conforme
Woodward et al (1998), ha uma involucado dos 6rgaos linfoides decorrente da
DPC, que acarreta em uma diminuicdo da imunocompeténcia adaptativa. No
entanto, é importante salientar que os mecanismos afetados pela DPC na
resposta imune adaptativa que podem aumentar a susceptibilidade aos
parasitos do género Leishmania e influenciar na viruléncia dos mesmos ainda
sao pouco explorados (MALAFAIA et al., 2009).

Dentre as proteinas do parasito reativas ao soro dos animais do grupo
controle e identificadas através da técnica de Western Blotting no presente
trabalho, quatro ja foram consideradas antigenos imunogénicos em estudos
protedmicos anteriores utilizando parasitos do género Leishmania. Sao elas a
HSP-83 (GUPTA et al.,, 2007; VERGNES et al., 2007; BIYANI et al., 2011;
CHAWLA et al.,, 2011; COSTA et al.,, 2011), HSP-70 (DEA-AYUELA et al,,
2006; GUPTA et al.,, 2007 ; BIYANI et al., 2011; CHAWLA et al., 2011,
WALKER et al., 2012) a calreticulina (GUPTA et al., 2007; COELHO et al.,
2012) e o fator de alongamento 2 (FORGBER et al., 2006; GUPTA et al., 2007;
CHAWLA et al., 2011; WALKER et al., 2012).

HSP’s sdo um conjunto de proteinas altamente conservadas que
participam de uma grande diversidade de vias bioquimicas e imunoldgicas,
comportando-se como chaperonas e antigenos imunodominantes, além de
estarem envolvidas em vias de processamento de antigenos (GUPTA et al.,
2007). HSP-70 e HSP-83, expressas no género Leishmania, potencializam a
resposta das células Thl do hospedeiro vertebrado e tém sido reconhecidas
como fatores imunogénicos importantes no curso da infecgdo, constituindo

alvos de pesquisas que envolvem a busca por novas preparagdes e adjuvantes
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para vacinas (ANGEL et al., 1996; DEA-AYUELA et al., 2006; COELHO et al.,
2012). Nas condicdes experimentais empregadas neste estudo, ndo houve
reatividade do soro do grupo de camundongos desnutridos a esse conjunto de
proteinas. Este fato evidencia, ainda mais, a deficiéncia da resposta imune
decorrente da ingestdo da dieta hipoproteica, bem como a importancia do
reconhecimento dos antigenos do parasito pelo hospedeiro para o controle da
infeccéo.

Outras proteinas importantes identificadas através da imunoprotedmica
consideradas antigenos imunogénicos foram a calreticulina e o fator de
alongamento 2. A calreticulina € uma proteina multifuncional, pois esta
envolvida na captacdo de Ca?*, enovelamento de proteinas, apoptose e vias de
sinalizacao celular (HARR & DISTELHORST, 2010). No parasito, a alteracéo
da funcdo desta proteina pode afetar o direcionamento de outras proteinas
secretadas que estdo associadas a viruléncia (GUPTA et al., 2007). O fator de
alongamento 2 é expresso tanto na fase promastigota quanto na fase
amastigota do parasito (FORGBER et al., 2006; GUPTA et al., 2007; WALKER
et al., 2012). Juntamente com o fator de alongamento 1 alfa e duas GTPases,
conduz o ciclo de alongacdo da sintese proteica. E membro da superfamilia de
proteinas G, e sofre mudancas conformacionais associadas com a ligacdo do
nucleotideo de guanosina e hidrélise de GTP (KAUL et al., 2011). Esse fator
tem a capacidade de induzir uma resposta proliferativa das células T do
hospedeiro, controlando a infeccdo e gerando uma imunidade persistente
contra Leishmania (PROBST et al., 2001). A beta tubulina também foi
identificada no ensaio de immunoblotting. Essa proteina também é considerada
alvo para o diagnostico ou vacina para leishmaniose em alguns estudos
(COELHO et al., 2012)

Vale ressaltar a dificuldade em correlacionar o spot reativo na membrana
com o respectivo spot no gel réplica, devido a amplificacdo do sinal produzida
durante a revelacdo do Western Blotting. Esse fato impediu a identificacdo dos

spots reativos ao soro dos animais do grupo controle em sua totalidade.
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6. Conclusao

Assim, com base nos resultados obtidos, o presente trabalho sugere que
a DPC pode influenciar na carga parasitaria do hospedeiro, na expressao
diferencial de proteinas pelo parasito, e na resposta imune humoral do

hospedeiro frente a infec¢do por L. infantum.
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Figura Suplementar 1
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Anédlise através do software LUDESI REDFIN 3 dos géis bidimensionais representativos do proteoma de L. infantum recuperados dos
animais dos grupos controle e teste na fase aguda doenca. A) Grupo controle (verde) B) Grupo teste (rosa) C) Sobreposicdo. Géis de
poliacrilamida, 12% SDS-Page. Os spots em preto indicam proteinas comuns nos dois extratos.
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Figura Suplementar 2
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Analise através do software LUDESI REDFIN 3 dos géis bidimensionais representativos do proteoma de L. infantum recuperados dos animais dos

grupos controle e teste na fase crénica doenca. A) Grupo controle (verde) B) Grupo teste (rosa) C) Sobreposicao. Géis de poliacrilamida, 12% SDS-Page.
Os spots em preto indicam proteinas comuns nos dois extratos.
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