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RESUMO

CARVALHO-GONDIM, Felipe. Caracterizacao biolégica de subtipos de
Leishmania amazonensis transfectadas com proteinas fluorescentes GFP e
RFP. Dissertacdo (Mestrado Profissional em Ciéncias Biomédicas — Biofisica) —
Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2014.

O desenvolvimento de novas terapias para as leishmanioses requer metodologias
mais rapidas e sensiveis para o teste de farmacos e vacinas tanto in vitro como in
vivo e parasitos que expressam genes repérteres tem servido de ferramenta. Ha
varios anos, nosso laboratério faz uso de uma Leishmania amazonensis-GFP (La-
GFP) que tem se prestado muito bem para avaliacao da carga parasitaria in vitro e in
vivo, mas ndo para o imageamento intravital, devido a autofluorescencia no espectro
do verde dos diferentes tecidos murinos. Em 2010, foi produzida pelo Professor
Herbert Guedes (GUEDES, 2010) uma L. amazonensis fluorescente vermelha (La-
RFP) contendo o gene repérter mCherry epissomal. Este trabalho tem como objetivo
estudar o potencial da La-RFP como ferramenta de trabalho através de ensaios
biolégicos in vitro e in vivo, inclusive para o imageamento intravital, em comparacao
com a La-GFP, utilizada rotineiramente por nosso grupo. Para os experimentos in
vitro, foram utilizadas as técnicas de cultura de células, infeccao de macréfagos,
coloracao por Giemsa, contagem direta em camara de Neubauer, citofluorimetria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia. Para a etapa in vivo, camundongos BALB/c
foram infectados e a lesdo acompanhada por paquimetria durante a infeccao e, ao
final, a carga parasitaria foi avaliada por ensaio de diluicdo limitante (LDA) e
citofluorimetria de fluxo. In vitro, resultados mostraram que ndo houve diferenga na
taxa de crescimento em cultura para ambas na auséncia do antibi6ético Geneticina
(G418 — antibidtico o qual ambas possuem marcador de resisténcia). Na presenca
de concentracdes crescentes de G418, tanto a La-RFP como La-GFP mostraram-se
resistentes, no entanto, apresentando um retardo no crescimento que foi mais
pronunciado na La-RFP. A concentracdo de 2000 pug/mL de G418 selecionou 99%
parasitos fluorescentes de La-GFP e 82% de La-RFP, sendo a fluorescéncia da La-
GFP 10 vezes mais intensa. A microscopia de fluorescéncia das formas
promastigotas também mostrou que a La-GFP tem maior intensidade de
fluorescéncia em relacdo a La-RFP. No ensaio de estabilidade do plasmidio, a La-
GFP também se mostrou melhor que a La-RFP, mantendo 60% da populacao
fluorescente no vigésimo dia de cultura contra 5% da La-RFP. Em relacdo a
infectividade de macrofagos in vitro, ndo houve diferenca no percentual de
macréfagos infectados entre os 3 subtipos do parasito, no entanto a La-GFP e La-
RFP  foram levemente menos infectivas em comparacdo a L. amazonensis
selvagem (La-WT) na relacdo amastigota/macréfago. As formas amastigotas
intracelulares tiveram reducédo de 30% na intensidade da fluorescéncia para os dois
subtipos fluorescentes. Quanto a infectividade in vivo, ndo houve diferenca de entre
as La-GFP e La-RFP, no entanto ambas foram menos infectantes que a La-WT.
Concluimos que a La-RFP néao é adequada para uso como ferramenta fluorescente
de quantificacédo rapida, tampouco para seu uso no imageamento in vivo, uma vez
que sua fluorescéncia nao é estavel e € menos intensa do que a La-GFP. A La-GFP
presente no laboratério ainda é a melhor ferramenta de estudo para os métodos
empregados, visto que ela apresenta maior fotoestabilidade e sua fluorescéncia €
mais intensa que da La-RFP.
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ABSTRACT

CARVALHO-GONDIM, Felipe. Biological characterization of Leishmania
amazonensis subtypes transfected with GFP and RFP fluorescent proteins.
Dissertation (Professional Master in Biomedical Sciences - Biophysics) - Institute of
Biophysics Carlos Chagas Filho, Federal University of Rio de Janeiro , Rio de
Janeiro , 2014.

The development of new therapies for leishmaniasis requires faster and more
sensitive methodologies to the drug and vaccine testing both in vitro and in vivo. For
this end, parasites expressing reporter genes have served as a valuable tool. For
many years, our laboratory has been using a Leishmania amazonensis expressing
the Green Fluorescent Protein (GFP), here named La-GFP, which has been used for
assessment of parasite load for in vitro and in vivo tests, but not for intravital imaging,
due to the autofluorescence in the green spectrum presented by several murine
tissues. Back in 2010, it was produced by Professor Herbert Guedes (Guedes, 2010)
a red fluorescent expressing Leishmania amazonensis (La-RFP) containing the
episomal reporter gene mCherry. This work aims to study the La-RFP potential as a
tool for biological in vitro and in vivo tests, including intravital imaging, compared to
the La-GFP, which is routinely used by our research group. For the in vitro
experiments, the following techniques were used: cell culture, murine macrophages
infection, Giemsa staining, direct counting on the Neubauer chamber, flow
cytofluorimetry and fluorescence microscopy. Regarding the in vivo tests, BALB/c
mice were infected and lesion swelling followed by caliper-based measuraments
during infection and ultimately the parasite burden was assessed by limiting dilution
assay (LDA) and flow cytofluorimetry. In vitro results showed that in absence of the
antibiotic Geneticin (G418 - which both have antibiotic resistance marker) there was
no difference between the culture growth rate for both La-GFP and La-RFP. In the
presence of increasing concentrations of G418 both the La-GFP and La-RFP were
resistant, however, the La -RFP showed a delay in growth rate. The 2000 mg/mL
concentration of G418 selected fluorescent parasites (La-GFP: 99%; La-RFP: 82%),
moreover, La-GFP fluorescence intensity was 10 times greater than La-RFP.
Fluorescent microscopy of promastigotes also showed that the La-GFP fluorescence
intensity has increased relative to La-RFP. About the vector stability test, the La-GFP
was also better than the La -RFP, managing to keep 60 % of the fluorescent
population on the twentieth day of culture versus 5 % of La-RFP. There was no
difference between the percentage of infected macrophages for the 3 subtypes of the
parasite, however the La-GFP and La-RFP were slightly less infective compared to
wild L. amazonensis (La-WT) in the amastigote/macrophage relation. Intracellular
amastigotes had 30% reduction in fluorescence intensity for the two fluorescent
subtypes. As for infectivity in vivo, there was no difference between the La-GFP and
La-RFP, nevertheless both were less infectious than La-WT. We conclude that the
La-RFP is not suitable for its use as a fluorescent quantitative tool either for in vivo
imaging, since its fluorescent is not stable and less bright than La-GFP. Moreover,
we conclude that the La-GFP present in the laboratory is still the best tool for our
methods applied, since its fluorescence is more intense and stable than the La —
RFP.
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INTRODUCAO
1. As leishmanioses

As leishmanioses sdo um grupo de doengas de transmissao vetorial que tem
como agentes causadores protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e género Leishmania, no qual existem dois subgéneros: Viannia
e Leishmania que se subdividem em mais de 20 espécies. Elas se caracterizam pelo
parasitismo de células do sistema fagocitico mononuclear (macréfagos e mondcitos)
da derme, mucosa e 6rgaos internos como bago, figado e medula éssea (BUFFET,
2008).

Dependendo da espécie do parasito envolvida e do estado imunolégico do
paciente, dois tipos de formas clinicas das leishmanioses podem se manifestar
(Figura 1): a Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV). A forma
tegumentar pode apresentar diferentes manifestacdes: leishmaniose cutanea
localizada (LCL), caracterizada por uma ou mais feridas localizadas de bordos altos
(COUTINHO et al., 1981); leishmaniose de mucosa (LM), produzindo mutilacdes na
mucosa orofaringea pela ativagdo do sistema imune e baixa carga parasitaria; a
leishmaniose cutanea difusa (LCD), com lesdes nao ulceradas espalhadas pela pele,
proveniente de uma resposta imune anérgica e alta carga parasitaria (DESJEUX,
2004). Na india e Sudao ha ainda a ocorréncia de leishmaniose cutanea pés-kalazar
(PKDL — Post-kala-azar Dermal Leishmaniasis), que se caracteriza por lesdes
cutdneas que se desenvolvem ap6s o tratamento da LV causada por Leishmania
donovani (SALOTRA e SINGH, 2006).

Os agentes etioldgicos variam com a localizagao geografica e foram divididos,
classicamente, em sindromes do Velho Mundo (Asia, Africa, Europa e Oriente
Médio) e do Novo Mundo (Américas) (STRAZZULLA et al., 2013). Em regidées da
Africa, Asia e Europa as espécies L. major e L. tropica sdo predominantes e estao
envolvidas em lesdes da LCL. No leste da Africa a L. aethiopica também pode
desenvolver LM e LCD, além da LCL (AMEEN, 2010). Nas Américas ha maior
variabilidade de espécies. As principais espécies causadoras da LCL sdo a L.
braziliensis, L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L. mexicana. A L.
amazonensis também é causadora da LCD, e a LM esta associada a L. braziliensis,
e com menos frequéncia, L. panamensis (MINODIER e PAROLA, 2007).
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A LV ou calazar, como também é conhecida, é o tipo mais agressivo da
doencga, e tem como espécies causadoras L. donovani e L. infantum no Velho
Mundo (BUFFET, 2008). No Novo Mundo, a L. infantum é denominada L. chagasi
(MAURICIO et al., 2000). Ha tropismo por 6rgaos importantes como, bag¢o, medula
Ossea e figado. Manifestacdes clinicas envolvem, tipicamente, febre prolongada,
perda de peso, hepatomegalia e esplenomegalia, anemia e perda de apetite
(KUMAR & NYLEN, 2012). A figura 1 mostra os aspectos clinicos caracteristicos das

diferentes infec¢des por Leishmania.

Figura 1: Aspectos clinicos da infec¢dao por Leishmania. (A) LCL; (B) LM; (C) LCD e (D) LV.
Adaptado de “Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana”, Ministério da Saude,
2007.

O parasito € transmitido para o hospedeiro através da fémea de um diptero
nematocera (Phlebotomus sp. no Velho Mundo, Lutzomyia sp. no Novo Mundo) no
momento do repasto sanguineo. Aproximadamente, 30 espécies destes géneros sao
vetores competentes para a doenga (STRAZZULLA et al., 2013). Estes insetos, de
tamanho menor que mosquitos tais como Culex, Aedes ou Anopheles, podem
atravessar os mosquiteiros comuns. Possuem habitos crepusculares, sendo neste
periodo que procuram alimento. Sua picada pode passar despercebida ou
desaparecer rapidamente, dificultando o diagnéstico da leishmaniose (BUFFET,
2008). O ciclo biolégico do parasito comega quando, ao fazer o repasto sanguineo
em hospedeiro infectado, a fémea do inseto adquire formas amastigotas do parasito
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(Figura 2). Estas formas amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas
flageladas no tubo digestivo do inseto, onde se multiplicam e amadurecem para a
forma metaciclica infectante. No repasto sanguineo seguinte no hospedeiro
vertebrado, formas promastigotas infectantes metaciclicas sdo inoculadas no
hospedeiro. Macréfagos da pele fagocitam os parasitos induzindo o aparecimento de
lesbes cutaneas (espécies dermotropicas como L. braziliensis, L. amazonensis, L.
major) (MINISTERIO DA SAUDE, 2007) ou ap6s infeccdo cutanea, migram para
orgaos interiores ricos em células do sistema fagocitico mononuclear (espécies
viscerotrépicas como L. donovani e L. chagasi) (KUMAR & NYLEN, 2012).

Estagio no flebotomineo Estagio no hospedeiro humano

Figura 2: Ciclo biolégico da Leishmania sp. A leishmaniose é transmitida através da picada da
fémea do flebotomineo infectada. Elas injetam os parasitas na fase promastigota metaciclica (fase
infectante) através de sua probdcite durante o repasto sanguineo. Q. Estas promastigotas, por sua
vez, sao fagocitadas por macr()fagos@ e outros tipos de células mononucleares fagociticas.

Promastigotas diferenciam-se em amastigotas no vacuolo parasitoforo lE",onde crescem e se
multiplicam até a lise celular, liberando novas formas amastigotas para o meio extracelular infectando

novas células adjacenteso. Insetos fémeas ingerem macréfagos infectados durante o repasto
sanguineo.(@, ®). Nos insetos fémeas, formas amastigotas diferenciam-se em formas promastigotas
no intestino W e entdo migram para a probdcite 0. (Adaptado de:
<http://www.cdc.gov/parasites/Leishmaniasis/biology.htmL> . Acesso em: 05 out. 2012.
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A OMS estima que 350 milhdes de pessoas estejam expostas ao risco.
Estima-se que de 1 a 2 milhdes de novos casos ocorram por todo o mundo, mas
apenas 600 mil sdo registrados. A estimativa € que, aproximadamente, 12 milhdes
de pessoas sejam afetadas pela doenga em 88 paises nos quatro continentes
(Africa, Américas, Asia e Europa) (STRAZZULLA et al., 2013), dos quais 72 sdo
paises em desenvolvimento, localizados principalmente em regides tropicais e
subtropicais (ALAVI-NAINI et al., 2012) (Figura 3). No Brasil, o niumero de ébitos
causados por LV vem aumentando, passando de 3,6% em 1994 para 6,7% em
2003, com cerca de 2.700 casos em 2005. Segundo Alvar et al. (2012), o Brasil
acumulou 38.721 casos de LV entre os anos de 2000 a 2010. Por outro lado, a LT foi
registrada em todos os estados brasileiros em 2003 e em 2005 26.525 casos da
doenca foram registrados (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Do ano de 2006 até
2010, o pais registrou 102.108 casos da LT (ALVAR et al., 2012). Com o surgimento
da AIDS, as leishmanioses ganharam mais atencdo devido aos casos de co-
infecgcao, particularmente com a LV. O paciente imunodeprimido tem agravamento
do quadro clinico da leishmaniose e manifestacdes clinicas atipicas (PAREDES et
al., 2013). No ano de 2006, 2,5% dos casos de LV no Brasil estavam co-infectados
com HIV (ALVAR et al., 2012).

Figura 3: Distribuicdo geografica mundial da leishmaniose cutanea. Fonte: Esch et al., 2013.
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2. Tratamento das leishmanioses

A leishmaniose ainda € uma doenca negligenciada e o seu tratamento
quimioterapico tem uma série de inadequacdes. A primeira linha de tratamento,
desenvolvida na década de 40, se baseia em séries de inje¢cdes intramusculares com
antimoniais pentavalentes que sdo hepatotoxicos, nefrotdxicos e cardiotoxicos, além
de ndo obterem sucesso em alguns casos (OLIVEIRA-NETO et al.,, 1997). Neste
tratamento, sdo utilizados farmacos como o Glucantime® (antimoniato de meglumina)
ou Pentostam® (estiboglunato de sddio). As vias de administracdo sao a parenteral,
intramuscular ou intravenosa, as quais causam dor e desconforto no paciente, além
da necessidade do deslocamento deste ao estabelecimento de salude para
continuidade da terapéutica. Outras desvantagens que acompanham o tratamento
sao o alto custo, a necessidade de pessoal especializado e a possivel internacdo do
paciente, fatores limitantes para paises em desenvolvimento (BERMAN, 2003;
MURRAY, 2004).

A segunda linha para o tratamento inclui a anfotericina B (AmB), farmaco mais
eficaz disponivel, e sua formulagéo lipossomal (Ambisome®), e ainda a Pentamidina.
Estes farmacos sdo usados para casos resistentes ao tratamento com os farmacos
de primeira linha. Sao alternativas viaveis para o tratamento padrao, porém também
apresentam alta toxicidade, eficacia limitada, alto custo e administracdo por vias
invasivas (AMENN, 2010). O Ambisome® é a tnica formulacéo lipossomal de AmB
registrada no Brasil para o tratamento da LV e LT, quando as demais opc¢des
terapéuticas sdo contra indicadas ou ndo demonstram sucesso clinico. No entanto,
seu uso é limitado devido ao alto custo.

A busca por farmacos antileishmaniose mais eficazes levou ao surgimento de
terapias alternativas ao tratamento parenteral. Na india e no Suddo, a Miltefosina
(hexadecilfosfocolina), desenvolvida originalmente como agente anticancer, é o Unico
farmaco administrado pela via oral que apresenta eficacia contra LV causada por L.
donovani. Todavia, sua eficacia limitada tem sido reportada em outros paises e para
outras formas da doenca (BERMAN et al, 2003). A terapia intralesional com
antimoniais apresenta sucesso no tratamento da LC e tem por objetivo promover alta
concentracdo de farmacos no local da lesdo e reducdo dos efeitos colaterais
sistémicos. Mas o seu maior inconveniente é a dor e a aplicacao deve ser feita por

profissionais habilitados (MUNIR et al, 2002). A crioterapia € um tratamento
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alternativo ndo medicamentoso contra as leishmanioses, utilizado em substituicao ou
associacao aos medicamentos de primeira escolha, entretanto ndo pode ser utilizado
na face (ALMUTAIR et al., 2009; RANAWAKA, et al., 2011).

Observando o curso do tratamento da leishmaniose ao longo dos anos, pode-
se concluir que ha a caréncia de novos medicamentos, ja que o principal farmaco
utilizado na terapia (antimonial pentavalente) foi desenvolvido ha mais de 60 anos,
mesmo com contratempos como a toxicidade. Como promessa para o tratamento
topico, farmacos como a Paromomicina e a Miltefosina foram utilizados para o
tratamento tépico da LT e oral para tratar a LV na Asia respectivamente, no entanto,
apresentaram resultados inconsistentes. Adicionalmente, estes farmacos também
nao foram eficazes para o tratamento da LT no Brasil. Estes regimes terapéuticos
nao possuem dados de eficacia suficientemente desejaveis e ndo sao recomendados
na rotina da pratica clinica. O tratamento das leishmanioses ainda pode ser
dificultado devido a variabilidade de manifestacbes clinicas que podem confundir o
médico na escolha adequada do tratamento. Outro problema é o desenvolvimento de
resisténcia pelos parasitos aos farmacos utilizados. (ALAVI-NAINI, 2012).

Atualmente, existem duas vacinas comerciais para preven¢ao da LV canina: a
Leishmune® e a Leish-Tec®. Porém, ndo existe nenhuma vacina registrada disponivel
para uso em humanos (ALAVI-NAINI, 2012). Baseado nestes fatores apresentados,
muitos grupos de pesquisa ao redor do mundo se empenham na busca de novos
farmacos, novos regimes terapéuticos e candidatos a vacina para as diversas formas
da leishmaniose, e para tal usam a reducdo da carga parasitaria como critério de
atividade e/ou eficacia.

3. Métodos de avaliacao da carga parasitaria
3.1. Métodos convencionais

Existem varios métodos utilizados para avaliar as infec¢des por Leishmania
em macrofagos ou em tecidos animais. Para ensaios in vitro com macroéfagos, as
formas amastigotas do parasito podem ser visualizadas ao microscopio 6ptico e
contadas através de coloracdo com Giemsa (ROY et al., 2000). Outra forma de
avaliar os macréfagos infectados é por citofluorimetria de fluxo através do aumento

da granulosidade (SSC) em seu citoplasma (BERTHO et al., 1992). Para as formas
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promastigotas e amastigotas axénicas, temos a contagem direta em Cémara de
Neubauer e por contador automatico de particulas, além dos ensaios colorimétricos
MTT e Alamar Blue, entre outros. Para ensaios in vivo, a carga parasitaria presente
na lesdo das patas ou orelhas dos animais experimentais pode ser quantificada
através do ensaio de diluicado limitante (LDA) apéds a eutanasia do animal. A medicao
periddica por paquimetria do tamanho da lesdo durante curso da infeccdo também
pode ser utilizada como método qualitativo complementar (DUBE et al., 2009). Para
LV, as formas amastigotas presentes nos tecidos podem ser quantificadas por
microscopia apos coloragdo com Giemsa do imprint dos 6rgaos infectados. Embora
todas estas técnicas representem procedimentos padrbées na avaliagdo da carga
parasitaria in vivo e in vitro, elas sdo extremamente trabalhosas e complexas,
consomem grande quantidade de tempo e dependem da experiéncia e subjetividade
do pesquisador (ROY et al., 2000).

3.2. Novas metodologias utilizando genes reporteres

O desenvolvimento de novas terapias para o tratamento das leishmanioses
requer novos métodos mais rapidos e sensiveis de avaliagdo para o screening de
farmacos e vacinas tanto em ensaios in vitro e in vivo. Neste sentido, a utilizacdo de
parasitos que expressam genes reporteres tem sido uma valiosa ferramenta
facilitando, ao longo dos anos, a compreensdao da interacdo parasito/hospedeiro
(CALCO-ALVAREZ, et al., 2012).

Os genes repérteres codificam produtos celulares que possuem um fendtipo
mensuravel e distinto do background endbgeno da célula. O gene repdrter ideal deve
ser constitutivamente ausente no hospedeiro, ndo deve interferir na fisiologia da
célula e seu produto deve ser facilmente quantificado por metodologias simples.
Basicamente, os genes reporteres podem gerar produtos extracelulares ou
intracelulares e sua escolha vai depender da natureza do experimento, do tipo de
célula utilizada e do ensaio de deteccao apropriado (DUBE et al., 2009).

Dentre os genes reporteres disponiveis para parasitos protozoarios podemos
citar o B-gal (B-galactosidase), B-lac (B-lactamase), Luc (luciferase, proteina repérter
bioluminescente) e o gfp (Green Fluorescent Protein, proteina repoérter fluorescente).

A B-galactosidase, B-lactamase e luciferase ndo sdo marcadores adequados para
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quantificacdo em tempo real e, além disso, necessitam de substrato exdgeno para
detec¢do da sua atividade, adicionando mais uma etapa no processo.

3.3. Genes reporteres fluorescentes

Os genes reporteres fluorescentes tiveram uma rapida ascensdo como uma
valiosa ferramenta de pesquisa. Proteinas naturalmente fluorescentes tém permitido
novas metodologias de avaliagdo em diversos campos da pesquisa. (HOFFMAN,
2008). Recentes avancos no aumento da gama de proteinas fluorescentes
disponiveis resultaram no aumento do niumero de ensaios fluorimétricos e de imagem
utilizando estas proteinas marcadoras (DUBE et al, 2009). As proteinas
fluorescentes podem ser visualizadas sob exposicédo de luz no comprimento de onda
apropriado. Com isso, podem ser utilizadas em equipamentos que podem tanto
analisa-las quantitativamente ou qualitativamente. Por exemplo, o espectrofluorimetro
quantifica a fluorescéncia emitida diretamente. Ja a citofluorimetria de fluxo (FACS —
Flow Activated Cell Sorter) pode mensurar a intensidade da fluorescéncia de cada
célula que passa através do seu laser, permitindo analisar uma grande populagéao de
células e determinar os niveis de expressao génica. Algumas vantagens da utilizacao
das proteinas reporteres fluorescentes sdo seu baixo custo, sensibilidade, rapidez,
auséncia de radioatividade, alta eficiéncia, baixa toxicidade, ndo requerimento de
substrato enzimatico e a ndo necessidade de permeabilizacdo ou fixacao da célula
(ROCHA et al., 2012).

Dentre as proteinas fluorescentes, a Green Fluorescent Protein (GFP) foi a
pioneira na utilizacdo para esses fins. Desde sua descoberta em 1961 pelos
pesquisadores Shimomura e Johnson (apod SHIMOMURA, 2009), a partir do
isolamento do cnidario Aequorea Victoria, gracas a engenharia genética, a GFP
sofreu inumeros melhoramentos quanto o seu brilho, foto estabilidade, sensibilidade
ao pH e sintese protéica, gerando assim uma gama de variantes (COSTA et al.,
2011). Outras modificagdes geraram proteinas fluorescentes emitindo nas regiées do
azul (BFP), ciano (CFP) e amarelo (YFP). Uma desvantagem da GFP e seus
variantes € seu baixo comprimento de onda de emissao (~510 nm), que se sobrepde
com a autofluorescéncia de muitos tecidos biol6gicos. Comprimentos de onda de
excitagdo longos funcionam melhor por se distanciar da autofluorescéncia dos

tecidos bioldégicos e penetrar mais fundo neles, além de gerarem menos
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fototoxicidade. As proteinas fluorescentes vermelhas (Red Fluorescent Protein —
RFP) cumprem esse papel e sado desejadas por conta da necessidade de
marcadores vermelhos em experimentos de imagem multicolor. Porém os espectros
das regides do laranja e do vermelho permaneceram impossiveis de serem
produzidos a partir de alteragcbes genéticas da GFP (CAMPBELL et al. 2002).
Felizmente, a descoberta nos ultimos anos da DsRed, uma proteina fluorescente
laranja isolada de uma espécie de coral (GROSS et al, 2000), duas proteinas
fluorescentes vermelhas foram produzidas a partir dela e se destacam entre as
proteinas fluorescentes vermelhas: a mStrawberry e a mCherry. No entanto, a
mCherry € bem mais estavel que mStrawberry e é a melhor opcao para experimentos
de imagem de longa duracao (SHANER et al., 2007).

3.4. Genes reporteres fluorescentes em Leishmania sp.

Avancos na manipulacdo genética, como as técnicas de transfeccao,
permitiram o preparo de Leishmania contendo genes-repdrteres que expressam
proteinas fluorescentes ou bioluminescentes, tais como a GFP e a Luciferase,
respectivamente (ROY et al, 2000). A aplicacdo de técnicas baseadas no uso da
fluorescéncia para quantificacdo ou imageamento tem permitido aos pesquisadores
compreender varios dos processos fundamentais envolvidos na infeccdo por
Leishmania em tempo real (MILLINGTON et al., 2010). Sadlova et al., infectaram
vetores invertebrados com duas cepas distintas de L. donovani expressando
proteinas fluorescentes vermelhas (RFP) e verdes (GFP) com o objetivo de avaliar a
interacao parasito-hospedeiro. Outro grupo de pesquisadores utilizou L. amazonensis
transfectadas com EGFP (Enhaced Green Fluorescent Protein) na infeccao de
macrofagos para o screening de farmacos e avaliou através de citofluorimetria de
fluxo (MEHTA et al., 2010).

A utilizacdo de Leishmania sp-GFP no monitoramento de ensaios in vitro e in
vivo vem facilitando a quantificacdo do parasita, pois trata-se de um método rapido e
direto. Nosso grupo de pesquisa utiliza essa ferramenta como rotina para o screening
e eficacia de farmacos e vacinas anti-leishmaniose in vitro e na quantificacdo da
carga parasitaria ex vivo ao final de um experimento por espectrofluorimetria (ROSSI-
BERGMANN, et al.,, 1999). Todavia, novas abordagens se fazem necessarias para

maior compreensao da interacao entre parasita e hospedeiro durante a infeccéao in
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vivo. O uso do imageamento intravital, permite a quantificacido da fluorescéncia
expressa pelo parasito transfectado no organismo vivo em tempo real. Por exemplo,
Millington et al. (2010) e Calco-Avarez et al. (2012) infectaram a pata de
camundongos BALB/c com L. mexicana e L. major (respectivamente) que
expressavam a proteina fluorescente vermelha mCherry e conseguiram monitorar a
progressao da lesao in vivo através de imageamento por fluorescéncia usando o
equipamento de imageamento intravital Xenogen IVIS Spectrum. Esta ultima técnica
ndo é bem aplicada em Leishmania sp-GFP, pois os diferentes tecidos do
camundongo, como pélo, pele e tecido sanguineo possuem autofluorescéncia em
baixos comprimentos de onda que se sobrepdéem no espectro do verde, o que
interfere na leitura da fluorescéncia (LANG et al, 2009). Como mencionado
anteriormente, as proteinas fluorescentes vermelhas sdo potencialmente mais
distinguiveis dos tecidos vivos por possuirem excitacdo em comprimento de onda
mais longo. Por esta razdo, com o objetivo de contar com mais uma ferramenta de
pesquisa em nosso laboratério e seu possivel uso no imageamento intravital, o
Professor Herbert Leonel de Matos Guedes produziu durante o seu Doutorado
sanduiche na Universidade de Glasgow (Gra-Bretanha) um subtipo de L.
amazonensis expressando proteina fluorescente vermelha mCherry, aqui
denominada La-RFP. Em resumo, promastigotas de L. amazonensis-WT em fase
logaritmica de crescimento foram transfectadas empregando “Nucleofactor 2 (maxa
System, Lonza)” com o plasmidio pTEX contendo a proteina oligopeptidase B2
fusionada com o gene da mCherry (GUEDES, 2010). No entanto, esta L.
amazonensis-RFP ainda nao foi validada como modelo de estudo logo, ela deve ser
testada em comparacdo com os modelos de L. amazonensis selvagem (La-WT) e L.
amazonensis-GFP (La-GFP) utilizados em nosso laboratério, uma vez que a
manipulagdo genética pode interferir na fisiologia do parasita, alterando do perfil de
crescimento e infectividade (Pulido et al., 2011).
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4. Objetivo Geral

Comparar a estabilidade e infectividade da nova Leishmania amazonensis--
RFP (La-RFP) com a L. amazonensis- GFP (La-GFP) utilizada rotineiramente no
laboratério, a fim de validar o uso desta La-RFP como ferramenta de estudo e

avaliar seu potencial uso para imageamento intravital.

4.1. Objetivos Especificos

1) Avaliar a sensibilidade das promastigotas de La-RFP e La-GFP ao antibiotico
Geneticina (G418) e selecionar parasitos resistentes;

2) Avaliar a estabilidade das fluorescéncias da La-RFP e La-GFP apés varias
passagens em cultura e suas taxas de crescimento;

3) Avaliar a infectividade de promastigotas de La-RFP para macréfagos murinos
em comparacao com La-GFP e La-WT;

4) Avaliar a infectividade de promastigotas de La-RFP para camundongos em
comparacao com La-GFP e La-WT.
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5. Materiais e métodos
5.1. Parasitos

5.1.1)L.amazonensis-WT (La-WT): Amastigotas selvagens de Leishmania
amazonensis (Wild Type, WT) foram originalmente isoladas em 1975 no Brasil da
lesdo cutanea de uma paciente com LCD, identificadas como tal e depositadas como
cepa MHOM/BR/75/Josefa. Essa cepa tem sido mantida em nosso laboratério
alternadamente em camundongos e em cultura em meio 199 (Cultilab) enriquecido
com 2% urina humana, 10% soro fetal bovino (HIFCS, Cultilab), penicilina 50 U/mL,
estreptomicina 50 pg/mL (Stemcell Technology) € 5 pg/mL de hemina (aqui
denominado “meio completo”) a 26°C a partir de amostras conservadas congeladas
em nitrogénio liquido em 7,5 % DMSO.

5.1.2)L.amazonensis-GFP (La-GFP): Promastigotas de L. amazonensis-WT
foram anteriormente transfectadas com o gene da proteina verde GFP fusionada
com o gene da porcao C-terminal da cisteino protease no vetor pXG-GFP" (Figura
4), emitindo fluorescéncia verde quando exposta a luz ultravioleta (Excitacao: 485/22
— Emissao: 510/30 nm — Figura 5) (ROSSI-BERGMANN et al., 1999).

5.1.3)L.amazonensis-RFP (La-RFP): Promastigotas de Leishmania
amazonensis cepa MHOM/BR/75Josefa transfectadas com o gene da proteina
vermelha mCherry (Emissao: 587/20 — Excitacdo: 610/60 nm — Figura 7) foram
preparadas conforme descrito anteriormente (GUEDES, 2010). Em resumo, o gene
da enzima de L. amazonensis oligopeptidase B2 (OPB2) foi subclonado do
plasmidio pGemT-OPB2 para o plasmidio pTEX-Red através de clonagem em
bactérias Escherichia coli DH5 alpha por choque térmico (42°C por 90 segundos).
Apébs selecdo dos clones por ampicilina em meio solido e avaliagdo por PCR, as
colénias positivas foram crescidas em meio liquido. A extracao do plasmidio foi feita
por mini-prep (Qiagen), e os plasmidios assim purificados foram sequenciados. Com
a confirmacao da presenca da construcao correta OPB2, estes plasmidios foram
usados para a transfeccdo da L. amazonensis - WT. Promastigotas (1 x 107) de L.
amazonensis — WT na fase logaritmica de crescimento foram transfectadas por
eletroporagdo com 10 pg de plasmidio OPB2-pTEX-Red (Figura 6) empregando o
programa U33 do Nucleofactor. Apés 18 horas em cultura em meio completo, foram
adicionados 100 pg/mL de G418. Apdés 10 dias em cultura, parasitos com
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fluorescéncia vermelha foram observados na cultura por microscopia de
fluorescéncia. Nesta construcdo, a proteina fluorescente mCherry esta fusionada

pela regiao N-terminal do gene da OPB2.
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Figura 4: 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
regido intergénica DHFR-TS DST (downstream) e na margem 3" pela regido 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 (ROSSI-BERGMANN et al., 1999).
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Figura 5: Espectro de excitacao e emissido da proteina GFP. A linha negra representa o pico de
excitagdo (485/22 nm) enquanto a linha vermelha o pico de emissdo (510/30 nm) (SEEFELDT et
al.,2007).
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Figura 6: Mapa de restricao para OPB2-pTEX-Red. mCherry” representa o cassete de fusdo da
proteina mCherry ligada a regido N-terminal do gene OPB2 (Oligopeptidade-2) e neo representa o
marcador de resisténcia NEO (neomicina). Ambos estdo flanqueados na margem 5 da regiao
intergénica GAPDH-upstream e 3’ -downstream. A linha grossa inclui o marcador de resisténcia a
ampicilina (amp") derivado do plasmidio bacteriano. Todos os sitios para as enzimas de restrigdo
foram mostrados (KELLY et al., 1992).
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Figura 7: Espectro de excitacao e emissao da proteina mCherry. A linha negra representa o pico
de excitagdo (578/20 nm) enquanto a linha vermelha o pico de emissao (610/60 nm) (SEEFELDT et
al.,2007).

5.2. Animais

Camundongos da linhagem BALB/c originarios da Universidade Federal de
Juiz de Fora (UFJV) foram mantidos no Biotério de Imunofarmacologia da UFRJ com
agua filtrada, maravalha autoclavada e racdo comercial em mini-isolador Alesco. Os
animais utilizados tinham idade em torno de 8 semanas e peso de 20 g. Os
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protocolos para utilizagdo dos animais foram aprovados pela Comisséo de Avaliacao
de Uso de Animais em Pesquisa (CAUAP) do IBCCF (#IBCCF039).

5.3. Experimentos in vitro

5.3.1. Isolamento, selecao, analise e congelamento das Leishmania
fluorescentes

5.3.1.1. Isolamento dos parasitos

Com o objetivo de gerar um estoque padrdao dos parasitos utilizados, 3
camundongos BALB/c foram infectados na orelha direita (cada) com 2 x 10°
promastigotas de La-RFP, La-GFP ou La-WT na fase estacionaria, em um volume
de 10 uL, apds serem lavadas 2 vezes com 13 mL de PBS para retirada do soro.
Ap6s 30 dias, foram feitas pungdes das lesdes das orelhas e estas foram colocadas
em garrafa de cultura de 25 cm? contendo meio 199 completo em estufa BOD
(Panasonic) a 26° C para a diferenciacdo na forma promastigota.

5.3.1.2. Selecao e analise dos parasitos fluorescentes

Promastigotas de La-GFP e La-RFP obtidas em 1.1.3.1 foram diluidas a 4 x 10°
células/mL e dispensadas em triplicatas a 500 uL/poco em placa de 24 pocos em
meio 199 completo contendo concentracdes crescentes finais de G418 (Geneticina,
Sigma-Aldrich) = 0,125, 250, 500, 1000 e 2000 pg/mL. Durante 8 dias de cultura, a
fim de avaliar a sensibilidade a G418, apds boa homogeneizagao, aliquotas de 10 uL
foram retiradas de cada cultura para quantificacdo em camara de Neubauer e os
resultados expressos graficamente. No oitavo dia, as culturas foram submetidas a
citofluorimetria de fluxo (FACScan BD), visualizadas e fotografadas em microscopio
de fluorescéncia (ZEISS) para analise comparativa da fluorescéncia. As culturas de
La-RFP e La-GFP com o maior percentual de células fluorescentes e intensidade da
fluorescéncia foram selecionadas. Estas foram lavadas uma vez com PBS e
expandidas em garrafa de 25 cm? contendo 5 mL de meio completo (sem G418) e,
apos crescimento, preparadas para congelamento em nitrogénio liquido.
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5.3.1.3. Congelamento dos parasitos fluorescentes

Apbs a expansao dos parasitos selecionados no item anterior, ao atingirem
densidade de ~ 5 x 10%mL, os mesmos foram diluidos gentimente sobre gelo
picado a 1:2 em meio completo contendo 20% HIFCS e 15% DMSO (nesta ordem) e
distribuidos em aliquotas de 1 mL para congelamento em nitrogénio liquido.
Imediatamente apds a transferéncia, as aliquotas foram congeladas gradualmente a
-20° C, -70° C finalmente a -196°, em intervalos de 24 h. Para uso, 1 aliquota era
retirada e era descongelada em Banho-Maria a 20° C e imediatamente era
ressuspendida em meio completo com 10% de HIFCS e colocada em estufa a 26° C.

5.3.2. Estabilidade dos plasmidios in vitro

Aliquotas da cultura de La-GFP e La-RFP recém-selecionadas com 2000 ug /
mL de G418 foram diluidas a 4 x 10° células/mL e dispensadas em triplicatas em
500 pL/pogo em placa de 24 pogos em meio 199 completo (sem G418) iniciando em
4 x 10° células/mL, e sucessivamente por 8 vezes sempre que atingisse a fase
estacionaria. Nestes pontos, 400 uL dos parasitos foram lavados 2 vezes em PBS
gelado e ressuspendidos a 2 x 10%mL em 400 pL de solugdo de Isoton (Biotek).
Amostras de 200 pL de cada diluigdo foram submetidas ao equipamento de
citofluorimetria de fluxo (equipado com laser de argbnio de 488 nm) para analise da
fluorescéncia emitida. As leituras foram feitas nos filtros FL-1 (530/30 nm) e FL-2
(585/42 nm) para La-GFP e La-RFP, respectivamente. As aquisi¢cdes obtidas foram

analisadas pelo software WinMDI e expressas graficamente.
5.3.3. Taxa de crescimento

Promastigotas de La-GFP, La-RFP e La-WT foram dispensadas com inéculo
inicial de 2 x 10° células/mL em meio 199 completo sem G418. Estas foram
contadas diariamente durante 10 dias em Camara Neubauer para monitorar o tempo
para atingir a fase estacionaria e seu decaimento. O resultado foi expresso em dias

de cultura X quantidade de parasitos.
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5.3.4. Obtencao de macroéfagos peritoneais

Os camundongos foram eutanasiados por inalacao de CO. e apds isso, 5 mL
de meio DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium - Cultilab) gelado foram
inoculados no peritbnio e aspirados ap6s massagem local. As células peritoneais
foram contadas e distribuidas em placas de 24 pogos na quantidade de 5 x 10°/poco
em 50 pL em meio DMEM com 5% HIFCS (atividade anti-amastigota por contagem
em laminulas de vidro + Giemsa) ou 2 x 10%poco (para citofluorimetria). As células
foram mantidas em estufa a 37°C e com 5% CO, por 1-2 h para aderéncia. A placa
foi vigorosamente agitada na horizontal antes da retirada das células néo aderentes,
e 0s macréfagos assim purificados foram imediatamente infectados com os parasitos
(1.3.4).

5.3.5. Teste de infectividade em macroéfagos

Foram usados 2 métodos: 1) Quantificacdo de amastigotas/macréfago em
células coradas com Giemsa, e 2) Analise da fluorescéncia por microscopia e
citofluorimetria de fluxo. Os macréfagos obtidos conforme o item anterior foram
infectados com 300 pL (2,5 x 10° células) das formas promastigotas de La-RFP, La-
GFP ou La-WT pré-selecionadas com 2000 ug/mL de G418 recém-descongeladas e
na fase estacionaria de crescimento no proprio meio de cultura na proporcao de 5
parasitas/macrofagos, por 4 h a 34°C em presenca de 4 % CO, (triplicatas para
Giemsa e quadruplicatas para citofluorimetria). Foram cultivados macréfagos nao-
infectados para diferenciagao visual e para autofluorescéncia. Apds isso, as culturas
foram lavadas 3 vezes com PBS a 37°C para remocao dos parasitos ndo-aderentes
agitando bem a placa ap6s cada adicdo, e entdo incubadas por mais 72 h a
37°C/5% CO,. As laminulas foram coradas com Giemsa e o numero total de
amastigotas por 200 macréfagos totais foram contadas (infectados + nao infectados
registrados). Os macréfagos infectados e nao infectados foram fotografados em luz
visivel. Os outros pogos para fluorescéncia foram lavados gentilmente uma vez com
1 mL de PBS morno para remover tracos de meio e soro que podem interferir com a
fluorescéncia. Apds lavagem, foram adicionados 100 uL PBS e fotografados em luz
visivel e fluorescéncia (Nikon Eclipse Ti). Os filtros de fluorescéncia utilizados foram
tipo FITC para La-GFP (Ex: 470/40 Em: 515 nm) tipo Texas Red para La-RFP (Ex:
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560/20 Em: 630/30). Depois de fotografados, os macréfagos foram tratados com
solucdo de PBS com 5 mM de ETDA (Sigma-Aldrich) por 15 min a 37°C para
descolamento das células. Os pocos foram rinsados delicadamente com micropipeta
para melhor descolamento das células sem alterar sua viabilidade. Em seguida, os
macrofagos foram transferidos para microtubos de FACS de 1,1 mL (Axygen)
contendo 200 uL de Isoton (Biotek) gelado e mantidos em gelo até serem adquiridos
pela citofluorimetria. Como branco, foram utilizados macréfagos infectados com La-
WT. Os dados adquiridos foram analisados pelo software WinMDI e expressos

graficamente.

5.4. Experimentos in vivo

5.4.1. Infeccao de camundongos com os trés subtipos de Leishmania

amazonensis

Trés grupos de camundongos BALB/c (n=5) foram infectados na orelha direita
com cada um dos subtipos L. amazonensis. Foram inoculadas 2 x 10° promastigotas
dos parasitos na fase estacionaria em um volume de 10 uL, apds serem lavadas 2
vezes com 13 mL de PBS para retirada do soro. A espessura das orelhas infectadas
foi medida com paquimetro (Mitutoyo, Brasil) 2 vezes por semana e o tamanho das
lesbes expressos pela diferenga da espessura das orelhas infectadas menos a das
orelhas contralaterais.

5.4.2. Avaliacao da carga parasitaria in vivo por analise da diluicao limitante
(LDA)

Ao final dos experimentos (~73 dias de infeccdo) os animais foram
eutanasiados, as orelhas infectadas fotografadas antes de serem limpas com élcool
70%, cortadas na base, picotadas com tesoura, € maceradas em peneira de aco
inox com 1 mL de PBS, enxaguando-se bem peneira e instrumentos para recolher
as células. Apds decantagdo por 5 minutos, os sobrenadantes foram transferidos
para tubos tipo eppendorf rotulados. Foi feita uma pré-diluicdo dos sobrenadantes
clarificados a 1:500, e a partir desta, foram feitas diluicdes seriadas de 1:3 (50 pL +
100 pL), em meio 199 com 10% de HIFCS, em triplicatas, em placas de 96 pocos.
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As placas foram incubadas em estufa a 26°C e apdés 10-14 dias observadas ao
microscépio Optico quanto ao crescimento de promastigotas. O numero original de
amastigotas/orelha foi calculado tomando como referéncia a ultima diluicdo em que
foi verificado o crescimento de promastigotas (LIMA et al., 2007).

5.4.3. Estabilidade dos plasmidios in vivo

As formas promastigotas referidas em 1.4.2 foram submetidas a citofluorimetria
de fluxo para afericdo da emissao da fluorescéncia apds 73 dias em tecido animal e
14 dias em cultura. 400 uL das La-RFP, La-GFP e La-WT foram lavadas 2 vezes em
PBS gelado e ressuspendidas a 2 x 10°mL em 400 pL de solucdo de Isoton
(Biotek). Amostras de 200 pL de cada diluicao foram submetidas a citofluorimetria de
fluxo para analise da fluorescéncia emitida. As aquisicdes obtidas foram analisadas
pelo software WinMDI e expressas graficamente.

5.5. Analise Estatistica
Os resultados foram analisados pelo método Two-way Anova com pés-teste

Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5.0. Os resultados descritos como

significamente diferentes tiveram p=<0,05, p<0,005 e p<0,001.
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6. Resultados

6.1. Isolamento, selecao e analise das Leishmania fluorescentes La-GFP e La-
RFP

6.1.1. Avaliacao de resisténcia a G418

Estoques de promatisgotas de La-GFP e La-RFP foram preparados e
congelados para uso neste trabalho. Antes disso, foram selecionadas em cultura
para alta expressao de fluorescéncia com o antibiético G418 para qual possuem o
gene de resisténcia Neo (Figura 5 e Figura 6). Os parasitos foram incubados com
diferentes concentragcdes de G418 e o seu crescimento avaliado diariamente por 8
dias em comparacao com os parasitos selvagens La-WT. A Figura 8 mostra que ao
contrario das La-WT, que ndo sobreviveram a menor concentragéo testada de G418
(125 pg/mL) a medida que se aumentava a concentracdo de G418, houve um
retardo no crescimento dos parasitos. Para a La-GFP, a diferenga significativa no
retardo do crescimento soO foi observada a partir da concentragdo de 500 pg/mL de
G418 (p<0,05). Para a La-RFP, a diferenca no perfil de crescimento parasitario foi
observada desde a menor concentracao utilizada (125 pg/mL). A Figura 9 mostra a
comparacao entre o crescimento dos parasitos fluorescentes frente as diferentes
concentracdes de G418. Exceto pelo controle sem antibiético, a La-RFP teve menor
crescimento que a La-GFP em todas as concentragdes, sendo esta diferenca mais
pronunciada na de 2000 pug/mL (concentragédo utilizada para selecao dos parasitos
fluorescentes).
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Figura 8: Avaliacdao da resisténcia a G418 conforme contagem em camara de Neubauer.
Promastigotas de La-WT (A), La-GFP (B) e La-RFP (C) na concentracdo de 2x10°
promastigotas/poco foram cultivadas com as concentragées indicadas de G418 a 26°C em meio M-
199 suplementado com 10% de HIFCS por até 8 dias. A quantificacdo dos parasitos foi medida por
contagem direta em camara de Neubauer. Média £ SD (n=3) (p<0,001 comparando La-RFP a 2000
pg/mL de G418 com La-GFP nas mesmas condi¢oes).
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Figura 9: Avaliagdo da resisténcia a G418 conforme contagem em camara de Neubauer.
Promastigotas de La-GFP e La-RFP na concentracdo de 2x10° promastigotas/pogo foram cultivadas
com as concentragdes indicadas de G418 a 26°C em meio M-199 suplementado com 10% de HIFCS
por até 8 dias. A quantificacdo dos parasitos foi medida por contagem direta em camara de
Neubauer. Média + SD (n=3).
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6.1.2. Analise da intensidade de fluorescéncia dos parasitos selecionados com
G418

Os promastigotas de La-GFP e La-RFP cultivados como na Figura 8 acima
foram analisados por citofluorimetria de fluxo (FACS) no oitavo dia de cultura. A
Figura 9 mostra que o antibidtico foi capaz de selecionar parasitos fluorescentes.
Para a La-GFP (Figura 9-A), a medida que a concentracdo de G418 aumentava
maior era o percentual de parasitos fluorescentes assim como a intensidade da
fluorescéncia emitida. O mesmo comportamento nao se repetiu com a La-RFP, que
manteve percentual de ~70% (Figura 9-B) da populacao fluorescente e intensidade
de fluorescéncia semelhante nas diferentes concentragdes de G418 a partir de 125
ug/mL, exceto na concentracdo de 2000 pg/mL onde o percentual foi de 81%. A
Figura 9-C mostra diferenca signficativa entre a La-RFP e a La-GFP quanto ao
percentual de fluorescéncia obtido (p<0,05). Enquanto a selecdo da La-GFP é
progressiva com concentracdées aumentadas de G418, a resposta da La-RFP foi
proxima ao maximo (81% de parasitos fluorescentes) com 125 ug/mL de G418.
Portanto a La-RFP é mais sensivel a G418 que a La-GFP, ja que esta ultima
precisou de 500 ug/mL para atingir 80% de parasitos fluorescentes. A fluorescéncia
também foi detectada através da microscopia em parasitos cultivados com 2000
Hg/mL de G418 para maximizagao da fluorescéncia (Figura 10). A intensidade da La-
GFP pareceu maior que a da La-RFP, como observado na citofluorimetria. Além
disso, a fluorescéncia da La-RFP pareceu estar localizada mais fortemente em um
ponto da célula, enquanto a da La-GFP mostrou estar distribuida de forma intensa e

homogénea em toda a extensao do parasito, inclusive no flagelo (setas).
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Figura 10: Intensidade de fluorescéncia dos parasitos selecionados com G418. Promastigotas
de La-GFP (A) e La-RFP (B) cultivadas com G418 (0, 125, 250, 500, 1000 ou 2000 pg/mL) foram
submetidas ao citdbmetro de fluxo (FACScan) no oitavo dia de cultura para andlise da fluorescéncia.
As aquisi¢cdes foram feitas utilizando o FACScan (BD) e para as analises o soffware WinMDI.(C)
Representagdo dos percentuais de populagéo fluorescente de A e B. Média £ SD (n=3) (*p<0,05
***p<0,001).
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Figura 11: Imageamento dos parasitas transfectados apds selecao com G418. Promastigotas
vivas, em laminula com poli-lisina de La-GFP (A, C e E) e La-RFP (B, D e F) foram fotografadas no
oitavo dia de cultura com G418 a 2000 pg/mL usando microscépio de fluorescéncia Zeiss Axiphot
com objetiva de 100X de contraste de fase na luz visivel (A e B) ou com filtros de 515 nm (C) ou
630/30 nm (D). As imagens A e C foram sobrepostas em E e as B e D foram sobrepostas em F.
(Fotos com Zoom de 3 vezes). Representativo de n=3.
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7. Taxa de crescimento dos parasitos pré-selecionados com G418

Aliquotas de promastigotas de La-GFP e La-RFP cultivados com 2000 pug/mL de
G418 por 8 dias foram congeladas em nitrogénio liquido a -198°C. Depois de 7 dias,
uma amostra de cada foi descongelada e rapidamente re-cultivadas em meio 199
completo sem G418 e testados quanto a sua taxa de crescimento in vitro. A La-WT,
ja utilizada rotineiramente em nosso laboratério foi tratada da mesma forma.
Conforme mostra a Figura 11, ndao houve diferenca significativa na taxa de
crescimento dos parasitos fluorescentes entre si, tampouco frente a La-WT na fase
logaritmica. No 8° dia de cultura, a taxa de crescimento da La-GFP foi menor que a
La-RFP (p<0,001) e La-WT (p<0,005). No 9° dia de cultura, a La-RFP teve
crescimento maior que a La-GFP (p<0,005).
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Figura 12: Curva de crescimento da La-GFP e La-RFP pré-selecionadas com G418.
Promastigotas de La-GFP e La-RFP pré-selecionadas apés 8 dias de cultivo com 2000 pg/mL de
G418 foram descongeladas e cultivadas a 2 x 10°/mL com meio 199 completo + 10% HIFCS sem
G418 em garrafas de cultura de 25 cm? . O nimero de parasitas foi contado diariamente durante 10
dias utilizando camara de Neubauer. Promastigotas de La-WT foram descongeladas e cultivadas da
mesma forma. Média + SD (n=3) (**p<0,005 e ***p<0,001).
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8. Estabilidade dos plasmidios dos parasitos pré-selecionados com G418

Apo6s o descongelamento das amostras pré-selecionadas com 2000 pug/mL de
G418, verificamos a estabilidade da fluorescéncia das formas promastigotas da La-
GFP e La-RFP in vitro na auséncia da pressao do antibiético (G418) (Figura 12).
Apbés 8 passagens durante 38 dias de cultura, ambas La-GFP e La-RFP
apresentaram reducdo no numero de parasitos fluorescentes, sendo este
decaimento mais rapido com a La-RFP (p<0,001). Enquanto a porcentagem de La-
GFP fluorescentes caiu pela metade em 23 dias, isso levou apenas 4 dias para La-
RFP. Portanto, o plasmidio da La-GFP é mais estavel que da La-RFP nos parasitos

em cultura.
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Figura 13: Fluorescéncia dos parasitos em culturas sucessivas. Promastigotas das La-GFP e
La-RFP pré-selecionados com 2000 pg/mL de G418 foram congelados e depois cultivados a 2 x
10°/mL em meio 199 completo sem G418. Foram feitas passagens sucessivas até atingir a fase
estacionaria num total de 8 passagens. A cada passagem, a fluorescéncias dos parasitos era aferida
por citofluorimetria de fluxo (FACScan BD). As aquisi¢cdes foram feitas utilizando o FACScan (BD) e
para as analises o software WinMDI. Média £ SD (n=3) (p<0,001).
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9. Infectividade in vitro

9.1. Coloracao com Giemsa

A etapa seguinte foi avaliar a infectividade da La-RFP em comparac¢ao com a La-
GFP e La-WT. Apéds descongelamento dos parasitos pré-selecionados com 2000
ug/mL de G418, estes foram expandidos em cultura sem G418 por 5 dias e usados
para infectar macréfagos peritoneais aderentes em laminulas a 10:1. Apos infeccao
de 4 horas, os parasitos ndo internalizados foram removidos e as células infectadas
por mais 72 horas quando as laminulas foram coradas com Giemsa. A Figura 13-A
mostra boa coloracdo dos macréfagos e evidencia claramente a diferenca entre
macrofagos infectados e nao infectados. Nao houve diferenga significativa no
percentual de macréfagos infectados pela La-WT, La-GFP e La-RFP (70%, 63%,
73%) (Figura 13-B). Na quantificacao de amastigotas/macrofago, a La-RFP produziu
resultado semelhante a La-GFP. Ambas tiveram menos (p<0,05)

amastigotas/macroéfago que a La-WT (Figura 13-C).

A
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Figura 14: Infectividade dos parasitos in vitro. Macr6fagos peritoneais murinos foram infectados
durante 4 horas com os trés subtipos do parasita na proporcdo 10:1 e corados por Giemsa. (A)
Fotografias dos macréfagos infectados ou néo cultivados por 72 horas a 37°C com as Leishmania
indicadas e coradas com Giemsa foram adquiridas com Microscopio Nikon Ti Eclipse. Aumento 400X.
(B) Avaliacdo do percentual de células infectadas para cada subtipo do parasita [n® mac.
infectados/mac. totais]x100 . (C) Avaliagdo do nimero de amastigotas por macréfagos totais contados
[n® amastigotas totais/n® mac. totais].A carga parasitaria foi avaliada por coloracdo com Giemsa,
seguido de contagem direta de parasitos/macréfagos de pelo menos 200 macréfagos/cultura. Média +
SD (n=3) (*p<0,05).

9.2. Microscopia de fluorescéncia e citofluorimetria de fluxo

A infectividade das Leishmania também foi avaliada por FACS e microscopia de
fluorescéncia para andlise qualitativa da infeccédo. Foi possivel visualizar a infeccao
dos macréfagos pela microscopia sozinha uma vez que assim como na La-GFP, a
La-RFP também manteve estabilidade dos plasmidios apo6s transformacao para
amastigota. Aparentemente, uma menor porcentagem de amastigotas da La-RFP
apresentaram fluorescéncia quando comparada com a La-GFP (Figura 14-A). Na
citofluorimetria de fluxo, pode-se diferenciar por tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) o perfil de distribuicao de macrofagos infectados versus nao infectados. Assim
como a microscopia, a citofluorimetria também foi capaz de discriminar as
amastigotas intracelulares de La-GFP e La-RFP (Figura 14-B). Além disso, a analise
indicou reducao em torno de 30% no percentual de parasitos fluorescentes da forma
promastigota para amastigota. A intensidade da fluorescéncia também teve reducao

para os dois subtipos do parasito, em maior grau para La-RFP.
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Figura 15: Fluorescéncia dos macréfagos infectados. Macréfagos peritoneais murinos (BALB/c)
foram infectados com La-GFP e La-RFP como na Figura 13 (anterior) e apds 72h de cultura foram
destacados com EDTA e submetidos a microscopia de fluorescéncia (A) e citofluorimetria de fluxo (B).
(A) Macréfagos infectados com La-GFP e La-RFP em contraste de fase e em fluorescéncia
mostrando as amastigotas fluorescentes. Imagens adquiridas com Microscopio Nikon Ti Eclipse.
Aumento 400X (B) Analise da fluorescéncia das amastigotas por citofluorimetria de fluxo. As
aquisicdes foram feitas utilizando o FACScan (BD) e para as analises o software WinMDI. Dados
representativos de n=4.
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10. Infectividade in vivo

O objetivo do experimento in vivo foi avaliar a infectividade da La-RFP frente a
La-GFP e a La-WT j& utilizados em nosso laboratério em camundongos BALB/c. O
monitoramento do crescimento da lesdo no curso da infeccdo (73 dias) mostrou
crescimento semelhante entre ambas Leishmania fluorescentes, que por sua vez,
foram significamente menores (P<0.05, P<0,001) que a La-WT a partir do dia 38 de
infeccado (Figura 15-A). A carga parasitaria do dia 73 de infec¢do foi avaliada pelo
ensaio de diluicdo limitante (LDA) (Figura 15-B). Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) entre a La-RFP e a La-GFP nas orelhas infectadas, que foi inferior a La-
WT, em congruéncia com o observado no tamanho da lesdo. A estabilidade do
plasmidio in vivo também foi avaliada ao final do experimento (dia 73) por
citofluorimetria de fluxo. Ao longo da infeccdo, tanto a La-GFP quanto La-RFP
tiveram reducdo no percentual da populacdo fluorescente (~47% e ~7%,

respectivamente), e novamente, a La-RFP obteve perda mais pronunciada.
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Figura 16: Infeccdo de camundongos com os trés subtipos de Leishmania. Camundongos
BALB/c foram infectados na orelha direita com 2 x 10° promastigotas de cada subtipo do parasito.
Apos 73 dias de infeccao, foram eutanasiados. (A) Progressao do tamanho da lesdo: houve diferenca
significativa entre os parasitos fluorescentes em relagdo a La-WT a partir do dia 38 de infec¢éo; (B)
Carga parasitaria no dia 73 por ensaio de diluicdo limitante; (C) Estabilidade da fluorescéncia por
método de citofluorimetria de fluxo (FACScan BD). Média £SD (n=5), * P<0.05, ***P<0,001.
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11. Discussao

Na busca por metodologias mais diretas e rapidas, a utilizagdo de genes
reporteres se tornou uma ferramenta Gtil na pesquisa in vitro e in vivo com parasitos.
O avanc¢o na manipulagao genética permitiu a insercdo desses genes nos parasitos
fazendo com que eles fossem capazes de expressar proteinas fluorescentes. Esta
habilidade extra auxiliou no avango de novas formas de quantificagdo mais rapidas e
diretas da carga parasitaria in vitro, através do uso da fluorimetria e da
citofluorimetria. Além disso, técnicas de imageamento também vem ajudando a
compreender a interacdo parasito-célula e parasito-vetor. O imageamento também
pode ser utilizado in vivo na quantificagdo da carga parasitaria durante o decorrer da
infeccdo sem a necessidade de eutanasia do animal (THALHOFER et al, 2010).

Nosso laboratério utiliza em sua rotina uma L. amazonensis expressando a
proteina verde Green Fluorescent Protein (La-GFP) para ensaios de screening de
farmacos e vacinas. Recentemente, uma La-RFP foi produzida contendo o gene
reporter da proteina fluorescente vermelha mCherry a partir da mesma La-WT
utilizada na construcao da La-GFP. O objetivo deste trabalho foi atestar a potencial
aplicabilidade dessa nova La-RFP em comparacédo com a La-GFP e La-WT usadas
no laboratério em ensaios in vitro e in vivo, uma vez que a mCherry pode ter melhor
deteccdo que a GFP in vivo (CALCO-ALVAREZ, et al, 2012; VACCHINA &
MORALES, 2014).

Na primeira parte dos estudos in vitro dessa dissertacdo, fizemos uma
padronizacdo dos diferentes subtipos de L. amazonensis utilizados: os subtipos
transfectados com proteinas fluorescentes (La-GFP e La-RFP) e o subtipo selvagem
(La-WT). Para isso, infectamos camundongos BALB/c na orelha direita com cada um
dos subtipos do parasito. Apds 30 dias de infeccdo fizemos puncdes das orelhas
infectadas e o material recolhido foi posto em cultura em condicées adequadas para
a diferenciacdo na forma promastigota. Dessa forma, todos os trés subtipos de L.
amazonensis se encontravam no mesmo patamar de passagem e infectividade. A
etapa seguinte consistiu na avaliacao da sensibilidade dos parasitos transfectados a
diferentes concentracdes do antibiotico de selecao Geneticina (G418) e posterior
analise dos parasitos recém-selecionados utilizando contagem direta, citofluorimetria
de fluxo e microscopia de fluorescéncia. A selecao mostrou que, a medida que se
aumentava as concentracoes do antibiético, havia um retardo no crescimento das

culturas em comparacao ao controle sem antibiético (Figura 8). Este retardo foi mais
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pronunciado para La-RFP a partir da menor concentracdo de G418 utilizada (125
ug/mL), enquanto para La-GFP deu-se a partir de 500 pg/mL. O crescimento da La-
GFP foi superior ao da La-RFP na concentragcédo de selecao utilizada (2000 pg/mL)
indicando maior resisténcia da La-GFP a G418 em comparacao com a La-RFP. As
culturas sem a presenca de G418 tiveram crescimento semelhante, indicando que a
presenca do plasmidio ndo interfere no seu crescimento in vitro, assim como
observado no trabalho de Rocha et al. (2012). A presenca do marcador de
resisténcia para G418 (Neo) no vetor plasmidial possibilita a selecao apenas de
parasitos transfectados (CLAYTON, 1999). O aumento da concentracdo do
antibiético na cultura induz o parasito a aumentar o seu numero de cépias do
plasmidio, alavancando a expressao da fluorescéncia do gene reporter integrado
(BOLHASSANI et al, 2011). O processo de selecdo com 2000 pg/mL de G418 dos
parasitos transfectados garantiu a fluorescéncia de ambas as popula¢cdes, em maior
grau para La-GFP, tanto em intensidade de fluorescéncia quanto no percentual da
populacao fluorescente (Figura 9). Segundo Shaner et al. (2007), a proteina
fluorescente mCherry, usada na transfeccdo da La-RFP neste trabalho, possui
intensidade de fluorescéncia 50% menor que a GFP, o que poderia justificar a menor
intensidade observada para a La-RFP. A andlise por microscopia de contraste de
fase mostrou que ndo ha diferencas morfoldgicas detectaveis entre as formas
promastigotas dos dois subtipos fluorescentes do parasito e da La-WT, o que ja era
esperado conforme outros relatos de Varela et al. (2009) e Rocha et al. (2012)
(Figura 10). Por outro lado, a microscopia de fluorescéncia revelou diferengas do
padrdo de distribuigdo da fluorescéncia difundida entre a La-GFP e La-RFP (Figura
10). A primeira apresentou fluorescéncia por toda sua extensao celular, inclusive
flagelos, ao passo que a La-RFP pareceu concentrar sua fluorescéncia
pontualmente em compartimentos no interior do seu citoplasma. O plasmidio
presente na La-GFP contém o gene da GFP ligado a porcao C-terminal da cisteino
protease. Esse dominio nao tem papel no enderecamento da proteina ao lisossomo
ou a qualquer outro compartimento celular da Leishmania, corroborando nossos
achados de distribuicdo da fluorescéncia por todo o parasito (COSTA-PINTO et al,
2001). Na La-RFP, o plasmidio contem o gene da mCherry ligado a porcdao N-
terminal da serino protease OPB2. Diferentemente do dominio C-terminal, o dominio
N-terminal pode estar enderecando a mCherry para compartimentos do citoplasma

da La-RFP, o que poderia explicar o padrao de fluorescéncia observado.
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Apbés a padronizacdo e selecdo dos parasitas, a segunda etapa dos
experimentos in vitro foi comparar seus crescimentos em cultura como formas
promastigotas, avaliar a estabilidade dos plasmidios também nas formas
promastigotas e, finalmente, comparar o perfil de infectividade para macréfagos em
relacdo ao subtipo selvagem. No que diz respeito ao crescimento em cultura,
observamos que ndo houve diferenca entre os parasitos transfectados entre si e em
relacdo a La-WT na fase logaritmica do crescimento, indicando que a presencga do
plasmidio nao interfere na replicacao in vitro, reproduzindo observacdo de Bandeira
(2005) (Figura 11).

A estabilidade da expressdo da fluorescéncia no parasito transfectado é
importante para sua aplicacdo em testes de screening e eficacia de farmacos e
vacinas, tanto in vivo quanto in vitro. Levando isto em consideragéo, testamos a
estabilidade dos plasmidios das formas promastigotas durante 38 dias ininterruptos
de cultura, que equivaleram a 8 passagens dos parasitos (Figura 12). Novamente, a
La-GFP mostrou melhor desempenho que a La-RFP. Comparativamente, no dia 20
de cultura (42 passagem), a La-GFP tinha, aproximadamente, 60% de sua populacéo
fluorescente enquanto a La-RFP por volta de 5%. Em nossa rotina laboratorial, ndo
utilizamos Leishmania com mais de 4 passagens in vitro para evitar possivel perda
de infectividade (RQOY at al., 2000). No entanto, a perda da fluorescéncia também é
um importante critério a ser controlado. Ja era esperada a queda na fluorescéncia
devido a auséncia da pressao de G418 nas culturas in vitro das formas
promastigotas e estd de acordo com os achados de Costa et al, (2011) também
utilizando G418. Pulido et al. (2011) também reportaram diminui¢do da fluorescéncia
na auséncia da pressao seletiva da Tunicamicina, outro antibiético utilizado para
selecao de gene reporter de resisténcia.

Finalmente, a ultima parte dos estudos in vifro consistiu na avaliacdo da
infectividade para macrofagos peritoniais murinos. Foram usados 3 métodos:
quantificagcdo de amastigotas/macréfago em células coradas com Giemsa e analise
da fluorescéncia por microscopia e citofluorimetria de fluxo. A contagem direta de
amastigotas por coloracdo de Giemsa (Figura 13-A) ndo demonstrou diferenca
significativa no percentual de macréfagos infectados (Figura 13-B) pelos dois
subtipos transfectados entre si e em relacdo a La-WT. No entanto, na relagédo de
amastigotas/macréfago (Figura 13-C), tanto La-GFP e La-RFP tiveram uma discreta
reducéo em relacao a La-WT. Com relacdo ao percentual de macréfagos infectados,

56



este resultado estd de acordo com o observado por Bandeira (2005) e
posteriormente por Costa et al. (2011) para GFP, assim como relatado por Calco-
Alvarez et al. (2012) para mCherry. Porém, no que diz respeito & quantidade de
amastigotas/macréfagos, isto nao foi observado em nenhum dos trabalhos
mencionados. Este achado pode indicar que a presenca do plasmidio ou da proteina
fluorescente interfere na replicacdo da forma amastigota no interior do macréfago in
vitro.

A outra parte dos macroéfagos infectados foi submetida a citofluorimetria de
fluxo e microscopia de fluorescéncia. A citofluorimetria e a microscopia foram
capazes de diferenciar os macréfagos infectados por cada um dos subtipos de L.
amazonensis transfectadas e selvagem. A citofluorimetria de fluxo conseguiu
diferenciar células infectadas de nao infectadas através da mudanca de perfil de
distribuicdo de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) dos macréfagos, de acordo
com Giorgio et al. (2000) e Bertho et al. (1992). Além disso, discriminou 0s subtipos
do parasito através da fluorescéncia adquirida (Figura 14-B). A citofluorimetria de
fluxo ja foi reportada como método de diferenciacdo de infeccao de macrofagos por
Leishmania amazonensis que também expressava uma proteina reporter EGFP
(MEHTA et at., 2010). De maneira similar, Bolhassani et al.(2011) detectaram em
macréfagos da linhagem J774A fluorescéncias das formas amastigotas de L.
infantum, L. tarentolae e L. major transfectadas com EGFP. No entanto, em nosso
estudo, foi observada uma reducado, em torno de 30%, no percentual da populacéo
fluorescente de amastigotas de La-RFP e La-GFP, bem como uma reducdo na
intensidade da fluorescéncia. Lang et al.(2009) ja reportava a diminuicdo da
fluorescéncia da forma amastigota em relagdo a promastigota como uma
desvantagem das Leishmania que expressam marcadores fluorescentes.
Adicionalmente, de acordo com Millington et al (2011), a diferenca na fluorescéncia
para as formas amastigotas pode estar relacionada com o rearranjo de proteinas
neste estagio do parasito. N&ao foi possivel observar por microscopia de
fluorescéncia a reducao da fluorescéncia em amastigotas de La-GFP e La-RFP na
proporcéao indicada na citofluorimetria de fluxo (Figura 14-a). Aparentemente, ambas
estavam com intensidade de sinal semelhante ao apresentado no estagio
promastigota, o que é curioso, pois esperava-se encontrar uma fluorescéncia menos

intensa, compativel com a citofluorimetria de fluxo.
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A Ultima parte dos estudos consistiu no teste da infectividade in vivo.
Camundongos BALB/c (n=5) foram infectados com La-GFP, La-RFP e La-WT,
respectivamente. Durante 73 dias o curso da lesdo foi acompanhado e ao final do
periodo a carga parasitaria foi avaliada por LDA e a estabilidade do plasmidio foi
aferida por citofluorimetria de fluxo ex vivo. Quanto ao ensaio de infectividade, os
resultados do acompanhamento da lesdo e da LDA demonstraram que ndo houve
diferenca da infectividade entre os parasitos transfectados entre si, porém
apresentaram diminuicdo em relagdo a La-WT, indicando que a presenca do
plasmidio pode estar interferindo em sua viruléncia in vivo. Este fato nao era
esperado para a La-GFP, uma vez que Bandeira (2005) mostrou que o
comportamento da infectividade da La-GFP era semelhante a La-WT. E possivel que
tenha havido uma selecdo de parasitos menos infectantes transcorridos quase 10
anos do uso destes parasitos. O mesmo comportamento demonstrado pela La-RFP
também foi curioso. Segundo Guedes (2010), as serinos proteases estdo envolvidas
na viruléncia das espécies de Leishmania. O silenciamento do gene da OPB2
(serino protease constitutiva da L. amazonensis) em L. major afetou sua
infectividade in vitro. Como a La-RFP deste estudo tem a mCherry ligada justamente
a porcao N-terminal do gene da OPB2, o esperado era o efeito contrario, ou seja,
aumento na sua infectividade. No entanto, a baixa fluorescéncia vermelha observada
poderia indicar uma expressao ineficiente do plasmidio. Rocha et al (2012) também
fizeram uso de L. amazonensis transfectadas com plasmidios carregando genes
reporteres EGFP ou DsRed. Naquele estudo, os autores relataram nenhuma
diferenca da infectividade in vitro e in vivo em comparacao a La-WT, porém, neste
caso, a L. amazonensis que expressava EGFP tinha baixo sinal de fluorescéncia.
Em nosso estudo, houve uma discreta diferenca na infectividade in vitro entre os
subtipos fluorescentes de L. amazonensis em relacao a La-WT, que também foi
observado no experimento in vivo de forma mais pronunciada. Este efeito mais
pronunciado poderia ser pelo fato da infeccdo em um animal vivo envolver outros
elementos do sistema imunoldgico ndo presentes in vitro, e a presenca dos
plasmidios poderia estar atuando como um fator imunogénico, o que poderia
explicar a redugéo da infectividade dos parasitos transfectados. Ha relatos de que a
super expressao de proteinas fluorescentes por Leishmania podem alterar a
infectividade in vivo. Bennett et al (2001) relataram retardo no crescimento da leséo

em patas de camundongos BALB/c infectadas com L. mexicana expressando EGFP
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quando comparadas a L. mexicana selvagem. Em relagdo a estabilidade da
fluorescéncia, La-GFP e La-RFP apresentaram forte reducdo na populacédo
fluorescente, em congruéncia com o observado in vitro e relatado por Costa et al.
(2011) para La-GFP. A La-RFP mostrou maior instabilidade do plasmidio,
praticamente perdendo toda a fluorescéncia que tinha antes do curso da infeccao,
sugerindo perda quase que total do plasmidio na auséncia da pressao do antibiético.

Concluindo, apesar de apresentarem menor infectividade em relacao a La-
WT, o uso das La-GFP e La-RFP néo seria inviabilizado, pois tiveram infectividade
satisfatoria para uso como modelo de estudo. Todavia, a La-RFP ndo se mostrou
eficaz como ferramenta de quantificacao rapida da carga parasitaria e imageamento
in vitro e in vivo devido a sua baixa intensidade e estabilidade da fluorescéncia

vermelha em comparacao com a La-GFP.
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CONCLUSAO
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CONCLUSOES PARCIAIS

1. O plasmidio da La-GFP é mais estavel em cultura (> 35 dias) e no animal
infectado (>73 dias) que da La-RFP (20 dias e << 73 dias, respectivamente).

2. As La-GFP e La-RFP séao igualmente infectantes para macréfagos e

camundongos.

3. A menor infectividade in vitro e in vivo de ambas La-RFP e La-GFP relagcéao a
La-WT pode indicar que a transfecg¢ao prejudica um pouco este parametro, mas

isto ndo inviabiliza seu uso.

4. A baixa fluorescéncia e estabilidade da La-RFP n&o estimulam seu uso como
ferramenta de estudo para métodos de quantificacdo rapida e imageamento in
vitro e in vivo. A La-GFP continua sendo a ferramenta de pesquisa mais

confiavel.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nesta dissertacdo sugerem que a La-RFP nao tenha
potencial para uso como método rapido de quantificacao da carga parasitaria para o
screening e eficacia de farmacos e vacinas in vitro devido a sua baixa estabilidade
do plasmidio e expressdo da fluorescéncia vermelha em relacdo a La-GFP. No
entanto, estudos in vivo devem ser feitos para confirmagdo do seu uso no

imageamento animal, particularmente para experimentos de curta duracéo.
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