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NERY, Gustavo Lima. Avaliacdo do papel do LPG na adeséo e migracdo de células
hospedeiras humanas infectadas por Leishmania infantum. 2021. 56 f. Dissertacao
(Mestrado em Patologia) — Universidade Federal da Bahia. Instituto Goncalo Moniz,
Fundacao Oswaldo Cruz, Salvador, 2021.

RESUMO

INTRODUGCAOQ: A leishmaniose é uma zoonose causada pelo protozoario do género
Leishmania ssp. que apresenta diferentes manifestacdes clinicas, a leishmaniose
cutanea (LC) e a leishmaniose visceral (LV). A disseminacdo e homing de células
infectadas contendo antigenos de Leishmania sdo fundamentais para a sobrevivéncia
do parasito no hospedeiro e para o estabelecimento da lesdo. Além de fatores do
hospedeiro, fatores intrisecos ao parasito sdo fatores importantes para a manutencao
da infeccdo no hospedeiro. Estudos recentes jA demonstraram a relevancia da
presenca do LPG de Leishmania na interacdo com células hospedeiras, no
mecanismo de sobrevivéncia do parasito, bem como no estabelecimento da infecgéo.
Entretanto, a relagdo do LPG com a migracdo e adesdo de células hospedeiras
humanas ainda precisa ser elucidada. OBJETIVO: Desta forma, o objetivo deste
trabalho é avaliar o papel do LPG na adesédo e migracdo de células hospedeiras
humanas infectadas por L. infantum. MATERIAL E METODOS: Para isso, células
dendriticas e macréfagos humanos foram cultivados, infectados por L. infantum
selvagem ou nocaute para o0 gene Ipg2 e submetidos a migracdo em sistema
Transwell. Além disso, foram realizadas imunomarca¢des com os anticorpos para FAK
e paxilina para avaliar a formacédo de complexos de adesao; e com anticorpos para
Racl, Cdc42, RhoA e faloidina para avaliar a polimerizagdo de actina, utilizando
microscopia confocal. RESULTADOS: Os resultados obtidos revelam um aumento da
migracao de células dendriticas ap6s a infeccédo por L. infantum selvagem. Entretanto,
observa-se uma reducdo da migragcdo de células dendriticas apos a infec¢édo por L.
infantum nocaute para o gene Ipg2, em comparacdo aquelas infectadas com o
parasito selvagem. Os resultados mostram ainda um aumento da formacéo de
complexos de adesao e da polimerizacéo de actina em células dendritica infectadas
por L. infantum selvagem, em comparacédo aquelas infectadas por L. infantum nocaute
para o gene Ipg2. Em macréfagos, observamos uma reducéo da migracéo de células
infectadas por L. infantum selvagem. Entretanto, observa-se um aumento da migracao

de macréfagos apOs a infeccdo por L. infantum nocaute para o gene Ipg2, em



comparacao aquelas infectadas com o parasito selvagem. Os resultados mostram
ainda um aumento da formacédo de complexos de adesdo em macrofagos infectados
por L. infantum selvagem e por parasitos nocaute para o gene Ipg2. Adicionalmente,
foi observado uma reducdo da marcacéo de faloidina e Racl nas células infectadas
por L. infantum selvagem e pelo parasito nocaute para o gene Ipg2, em comparacao
as células nao infectadas. Além disso, foi observado um aumento da expressao de
RhoA nas células infectadas pela L. infantum selvagem, em relacéo a células ndo
infectadas. Entretanto observa-se uma reducdo da expressdo de RhoA em
macrofagos infectados por L. infantum nocaute para o gene Ipg2, em comparacao as
células infectadas com o parasito selvagem. CONCLUSOES: Os dados apresentados
neste trabalho sugerem que o LPG de L. infantum apresenta um papel importante na
modulagédo da migracdo de células hospedeiras humanas infectadas. Experimentos
adicionais sdo importantes para confirmacao e melhor entendimento do papel do LPG

na migracao de células infectadas por L. infantum.

Palavras-chave: Células Dendriticas, Macréfagos, Migracdo, Adesédo, Leishmania,

LPG.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis is a zoonosis caused by the protozoan parasite
Leishmania ssp., which presents different clinical manifestations such as cutaneous
leishmaniasis and visceral leishmaniasis. The dissemination and homing of infected
cells containing Leishmania antigens are crucial for the survival of the parasite inside
the host and the establishment of infection. In addition to host factors, parasite factors
are also important components for disease development. Recent studies have already
demonstrated the relevance of LPG from Leishmania in host-parasite interaction,
parasite survival inside the host, and the establishment of the infection. However, the
role LPG plays in the migration and adhesion of human host cells is unknown. AIM:
Thus, the main goal of this work is to evaluate the role of LPG in the adhesion and
migration of human host cells infected by L. infantum. MATERIAL AND METHODS:
For this, human dendritic cells and macrophages obtained from healthy donors were
cultivated and infected by wildtype L. infantum or parasites knockout for the Ipg2 gene
and submitted to migration using a transwell system. Additionally, we evaluated the
formation of adhesion complexes through p-FAK and p-paxillin expression, the
polymerization of the actin by phalloidin, and essential proteins in this process such as
Cdc42, Rho and Rac-1, using confocal microscopy. RESULTS: Our results show an
increase in the migration of dendritic cells after infection by wildtype L. infantum.
However, there was a reduction in the migration of dendritic cells infected by L.
infantum Ipg2 knockout when compared to those infected with the wildtype parasites.
We also showed an increase in the adhesion complexes formation and polymerization
of the actin cytoskeleton in dendritic cells infected by wildtype L. infantum when
compared to those infected with the Ipg2 knockout parasites. On the other hand, we
found a reduction in the migration of macrophages infected by wildtype L. infantum.
However, there was an increase in the migration of macrophages infected by L.
infantum lpg2 knockout when compared to those infected with the wildtype parasites.

Also, we found an increase in the adhesion complexes formation in macrophages



infected by wildtype L. infantum and parasites Ipg2 knockout. We also show a
reduction in phalloidin and Racl expression in macrophages infected by wildtype L.
infantum and Ipg2 knockout parasites compared to noninfected cells. We also found
an increase in RhoA expression in macrophages infected by wild-type L. infantum
compared to uninfected cells. However, there was a reduction in RhoA expression in
macrophages infected by Ipg2 knockout parasites when compared to those infected
by the wildtype parasites. CONCLUSIONS: In conclusion, our results suggest that
LPG from L. infantum is important for the modulation induced by these parasites in
human host cells. Further experiments should be performed to confirm and better

understand LPG's role in host cell migration during L. infantum infection.

Keywords: Dendritic Cells, Macrophages, Migration, Adhesion, Leishmania, LPG.
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1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma zoonose urbana e periurbana causada pelo protozoério
do género Leishmania ssp., sendo transmitida para o hospedeiro mamifero durante o
repasto sanguineo dos flebotomineos fémeas. Estima-se que 350 milhdes de pessoas
estdo em risco de adquirir leishmaniose no mundo e cerca de 2 milhGes de novos
casos sao identificados anualmente. Esta zoonose é classificada como uma doenca
negligenciada que acomete principalmente paises em desenvolvimento (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2010).

A leishmaniose apresenta diferentes manifestacdes clinicas: a leishmaniose
cutanea (LC), que frequentemente tem progressao limitada e geralmente cura
espontanea e a leishmaniose visceral (LV), que é a forma mais grave da doenca,
podendo levar a morte quando nao tratada (DESJEUX, 2004). Em estudo realizado
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 2016, dentre os 25 paises que
apresentavam numero de casos elevados de leishmaniose, 13 deles apresentavam
namero total elevado de casos reportados apenas para LV e 0s outros 11 apenas para
LC, sendo o Brasil o Unico que apresentou para ambas as manifestacfes. Dentre as
manifestacdes clinicas, a LC é classificada como a mais comum, tendo nas Américas
um total de 940.396 casos (PAHO, 2018). Nesta forma clinica, as les6es sao
encontradas em regifes que sdo expostas a picada do flebétomo e inicialmente
apresentam papulas eritematosas, com cerda de 1 a 10 mm de diametro, que
posteriormente formam as Ulceras arredondadas com bordas bem definidas (Figura
1A) (ARENAS et al., 2017). Classificada como a forma mais grave, a LV teve nas
Américas 59.769 casos registrados no periodo de 2001 a 2017, gerando uma média
anual de 3.516 casos e sendo endémica em 12 paises (PAHO, 2018).
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Figura 1 — Manifestacfes clinicas da leishmaniose. A leishmaniose é classificada
com base na fisiopatologia, aspecto e localizacdo da lesdo. A doenca geralmente
apresenta diferentes manifestacdes clinicas: a leishmaniose cutanea (LC), que
frequentemente tem progressao limitada e geralmente cura espontanea e a
leishmaniose visceral (LV), que é a forma mais grave da doenca (DESJEUX, 2004).

(Imagens adaptadas de ARENAS et al., 2017 e www.paho.org)

1.2 CICLO BIOLOGICO DA LEISHMANIA

As diferentes formas da leishmaniose estdo associadas primariamente a
espécie do parasito e a condi¢des inerentes ao hospedeiro. Em todas as formas da
leishmaniose, a infeccdo se inicia com a inoculacdo de formas promastigotas do
parasito na pele do hospedeiro por diferentes espécies de flebotomineos. No
hospedeiro vertebrado, apds ser reconhecido pelo macréfago ou células dendriticas,
0 parasito é internalizado e, no interior dessas células, as formas promastigotas
sofrem transformacdes moleculares e estruturais dando origem as formas
amastigotas. Nesse estagio de desenvolvimento, o parasito € obrigatoriamente
intracelular e capaz de sobreviver e se multiplicar no interior de compartimentos
fagolisossomais, denominados de vacuolos parasitéforos (ALEXANDER; RUSSELL,
1992). No interior dessas células, o parasito dissemina-se pelos diferentes tecidos do
hospedeiro causando leses (FIORINI; MESSINA; BARRACCHIA, 2002; LEON:;
LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007; MOLL et al., 1993).

A partir de um hospedeiro vertebrado infectado, ocorre a infeccdo do
flebotomineo fémea durante o repasto sanguineo. As formas amastigotas ingeridas

chegam ao intestino médio, onde sofrem transformag¢8es moleculares, transformando-
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se na forma promastigota prociclica, que se multiplica por divisdo binaria.
Progressivamente, durante o0 processo de diferenciacdo, denominado
metaciclogénese, surgem formas promastigotas metaciclias, estagio nao proliferativo
e com alta capacidade infectiva. Estas formas migram para a regido do intestino
anterior do vetor podendo ser transmitidas para um novo hospedeiro vertebrado
durante segundo repasto sanguineo. Em seguida, as formas promastigotas sao
internalizadas por células fagociticas do hospedeiro vertebrado, reiniciando seu ciclo
de vida (BATES, 2007; GUPTA; NISHI, 2011).

Transferido
Transformagédo em durante r’epasto
promastigota . sanguineo

metaciclica \_ p f
S Fagocitose do

parasita pelos
2

fagocitos
. y NH
i S
é Proliferacéo da
promastigota prociclica
no intestino

Flebotomineo FéEmea

Mamiferos

Transformacéo de
promastigotas em
amastigotas

Absorc¢do da
amastigota pelo
mosquito

%

Lise de fagocitos
infectados e reinvasédo

Transferido
durante repasto
sanguineo

Figura 2 - Ciclo bioldgico da Leishmania sp. O ciclo biol6gico da leishmaniose tem
inicio durante o repasto sanguineo do flebotomineo fémea, inoculando o hospedeiro
vertebrado com formas promastigotas do parasito. Células mononucleares, como
macrofagos, neutréfilos e células dendriticas, fagocitam e no interior de vacuolos
parasitéforos o parasita sofre modificacdes e se multiplica, rompendo a membrana
celular e promovendo a infeccdo de novas células (Adaptado de Veras e Menezes,

2016).

1.3 MACROFAGOS E CELULAS DENDRITICAS NA INFECCAO POR LEISHMANIA
Na infeccdo por Leishmania, os macréfagos sdo as principais células

hospedeiras, tendo papel importante tanto na resisténcia contra o parasita como

também na imunopatologia da doenca (PRINA et al., 2017). No interior destas células,

0S parasitos sao capazes de sobreviver por longo periodo e se multiplicar no interior
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de compartimentos chamados de vacuolos parasitéforos (AFRIN; KHAN; HEMEG,
2019). A interacao entre macrofagos e as diversas espécies de Leishmania é bastante
complexa, tendo em vista que 0s parasitas expressam em sua superficie diferentes
ligantes que podem interagir com multiplos receptores da célula hospedeira, levando
a diferentes desfechos para a infeccdo (MOSSER; ROSENTHAL, 1993; MOSSER,;
MILES, 2007). Os macrofagos participam diretamente do processo de
reconhecimento, contencdo e eliminacdo da Leishmania, através de suas funcdes
imunes inatas e da inducao da resposta Thl (PRINA et al., 2017). Mesmo sendo uma
célula apresentadora de antigeno, os macréfagos infectados por Leishmania néo
secretam a IL-12, importante citocina para a inducao da resposta do tipo TH1 (VON
STEBUT et al.,, 1998; KIMAETAL,1996). Além disso, a Leishmania desenvolveu
mecanismos capazes de burlar o sistema imune e tornar possivel a proliferacéo e
disseminacéao do parasito no hospedeiro (PRINA ET AL., 2017; SHIO et al.,2011).

As células dendriticas sao leucécitos derivados de células progenitoras da
medula que séo altamente heterogéneas e que estdo presentes em todo o corpo,
incluindo 6rgaos de filtragem e 6rgaos linfoides (LIU and UZONNA, 2012;
BANCHERAU et al., 2000). No tecido, estas células estdo no estado imaturo e
apresentam propriedades fagociticas (BANCHERAU et al., 2000). As células imaturas,
ao capturarem e processarem antigenos, tendem a migrar para o linfonodo para
apresentar antigenos a linfécitos T (BARRAGAN et al, 2012). Interessantemente,
dentre as populacdes de CDs, algumas sdo mais suscetiveis do que outras e essa
infectividade diferente entre populacdes aparenta estar inversamente correlacionado
com a capacidade de producdo de IL-12 por parte dessas células infectadas
(MAROVICH et al., 2000; HENRIETAL, 2002). Adicionalmente, foi demostrado que
células dendriticas derivadas de mondcitos sdo importantes para estabelecimento de
uma resposta imune eficiente contra Leishmania (ASHOK; ACHA-ORBEA, 2014).

1.4 LIPOFOSFOGLICANO (LPG)

Todos os parasitos da familia Trypanosomatidae, assim como a Leishmania,
sao revestidos por uma camada formada por glicoconjugados, chamada glicocalice,
gue tem como principal funcéo a interface do parasito com estruturas externas(SMITH;
RANGARAJAN, 1995). A camada externa destes parasitos apresenta uma
composicao bastante variada, entretanto todas as moléculas da membrana da familia
Trypanosomatidae possuem uma ancora lipidica altamente conservada, o
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glicosilfosfatidilinositol (GPI) (FORESTIER; GAO; BOONS, 2014). Na superficie das
fases promastigotas metaciclicas e prociclicas da Leishmania, o LPG é o
glicoconjugado mais abundante, estando presente em toda a superficie do parasita.
Entretanto, na fase amastigota, esta praticamente ausente (DE ASSIS et al., 2012).

O LPG é um glicoconjugado formado por quatro dominios: uma ancora lipidica
de fosfatidilinositol, um nudcleo fosfossacarideo, uma regido sacaridica fosforilada
repetitiva e uma pequena regiao “cap” composta por oligossacarideos (Figura 3) (DE
ASSIS et al., 2012). A ancora de GPI é composta pelas seguintes estruturas: um 1-O-
alquil-2-liso-fosfatidilinositol com uma cadeia alifatica saturada Unica; um “core”
glicano, que é um heptassacarideo formado por dois galactopiranosideos, um
galactofuranosideo, dois manosideos e um residuo de glucosamina ligado ao inositol
(FORESTIER; GAO; BOONS, 2014). Os polimorfismos encontrados na estrutura do
LPG vém sendo bastante estudados bioquimicamente e podem ter um papel
importante na especificidade das espécies de Leishmania com os inUmeros vetores
(DE ASSIS et al., 2012; DESCOTEAUX; TURCO, 1999).
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Figura 3 — Estrutura do LPG da Leishmania. Representacao detalhada da estrutura
molecular composta por quatro dominios, uma ancora GPI e um ndcleo glicano que
estdo representados em vermelho, uma sequéncia linear de fosfoglicano,
representada em azul e uma sequéncia terminadora “cap” representada em magenta.
Os genes responsaveis pelos diferentes estagios de montagem molecular sao
rotulados como (Ipgl, Ipg2, Ipg3 e Ipg5). Gal, galactose; Man, mannose; Glc, glucose;
Galf, galactofuranose; GIcN, glucosamine; Ino, Inositol (Adaptada de Forestier, 2015).
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Em todas as espécies de Leishmania, o nucleo glicano, a ancora lipidica e as
porcoes lineares do LPG sédo regifes que ndo apresentam alteracdes. Entretanto
existem alteragBes relacionadas a forma do parasita e relacionadas a espécie
(FORESTIER; GAO; BOONS, 2014). Essas alteracbes estdo presentes na regiao
“cap” terminal e nas cadeias laterais (DE ASSIS et al., 2012). Na Leishmania infantum,
existem polimorfismos nas cadeias laterais, onde ha adi¢des de BGlc ao carbono C3
nos residuos Gal. Essas variagbes ocorrem entre cepas da espécie L. infantum,
gerando 3 tipos de cadeias laterais (COELHO-FINAMORE et al., 2011). O tipo I, que
nao apresenta substituicbes nas cadeias laterais; o tipo I, que possui somente uma
adicao de BGlc e o tipo lll, que contém dois ou trés substituicdes de BGlc (IBRAIM et
al., 2013).

O papel do LPG ja foi descrito na literatura em diversos pontos do ciclo de vida
da Leishmania (SPATH et al., 2003a). Na etapa do hospedeiro invertebrado, o LPG é
essencial em algumas espécies de Leishmania na ligacdo das formas promastigotas
ao intestino médio do fleb6tomo e importante para a sobrevivéncia, protegendo o
parasito contra destruicdo enzimética ou proteolitica (FRANCO; BEVERLEY;
ZAMBONI, 2012). Apés o repasto sanguineo e infec¢cdo do hospedeiro vertebrado, o
LPG impede gue o parasito seja lisado pelo sistema complemento, além de modular
a sintese de espécies reativas de oxigénio e oxido nitrico, impedir a fosforilacdo da
p38 MAP quinase, interagir com receptores Toll-like (TLR) e também modular a
sintese de citocinas (CHANDRA; NAIK, 2008; KAVOOSI; ARDESTANI; KARIMINIA,
2009; PUENTES et al., 1990).

1.4.1 Uso da edicéo génica para estudo do LPG
Estudos avaliaram a importancia do LPG como fator de viruléncia da
Leishmania através principalmente da utilizagdo do LPG purificado em ensaios in vitro
ou de parasitas editados geneticamente para vias da biossintese do LPG (FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Entretanto, o uso da molécula purificada apresenta
algumas desvantagens, como a dificuldade da obtencdo de um purificado livre de
contaminantes, da alta complexidade dos métodos de purificacdo e da discrepancia
entre a quantidade do LPG utilizada através do método in vitro e em condi¢cdes
fisiologicas. Portanto, o uso de métodos de edicdo genética se torna a forma mais
adequada para avaliar a funcéao e atividade do LPG (FORESTIER; GAO; BOONS,
2014).
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Apoés serem descritos, 0s genes relacionados com a via de biossintese do LPG
nos protozoarios do género Leishmania, foi possivel produzir cepas nocautes para 0s
genes Ipgl, Ipg2, Ipg3 e Ipg5 que levaram a inibicdo da expressdo do LPG na
superficie do parasito (FORESTIER; GAO; BOONS, 2014). O Ipgl é responsavel por
codificar a glactofuranosiltransferase que tem a papel na producéo do nucleo glicano
do LPG. Com a cepa nocaute para o Ipgl, alguns estudos foram capazes de revelar
a importancia do LPG na interacdo do parasito com o vetor e com o hospedeiro
vertebrado (LODGE; DESCOTEAUX, 2005; SPATH et al., 2003a; SVAROVSKA et al.,
2010). Os estudos mostraram que cepas de L. donovani e L. major nocaute (Ipgl-/-)
sao incapazes de inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo, sdo susceptiveis a
lise mediada pelo sistema complemento e ndo possuem resisténcia ao estresse
oxidativo (FORESTIER; GAO; BOONS, 2014; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI,
2012). Outros trabalhos mostraram que cepas de L. donovani nocaute para o gene
Ipg2 provoca uma reducéo no nivel de infeccdo no figado e baco de camundongos e
torna a Leishmania incapaz de proliferar no interior de macréfagos murinos (GAUR et
al., 2009). Para parasitos nocaute de L. major foi observado uma redugéo na sintese
da citocina IL-4, IFN-y e IL-10 em células murinas e auséncia do desenvolvimento de
lesbes cutaneas em ensaio in vivo (UZONNA et al., 2004). Entretanto, em nocautes
para os genes Ipgl e plg2 de L. mexicana, ndo foi observado uma reducéo na infeccao
tanto em ensaios in vitro como in vivo (ILG, 2000; ILG; DEMAR; HARBECKE, 2001).
Desta forma, € possivel questionar o papel do LPG nas diversas espécies de

Leishmania.

1.4.2 Outras moléculas de superficie da Leishmania

Na superficie dos protozoarios do género Leishmania, além do LPG, existem
outras moléculas como os glicosilinositolfosfolipideos (GIPLs), os proteofosfoglicanos
(PPGs), os polimeros livres de fosfoglicanos (PGs), as fosfatases acidas secretadas
(sAP) e a gp63. Assim como o LPG, essas moléculas sao importantes no contexto da
interac&o parasito-hospedeiro.

Os GIPLs sdo um conjunto de glicolipidios que nédo fazem ligagbes com
proteinas ou polissacarideos e possuem baixo peso molecular. Estdo altamente
expressos tanto na forma promastigota como na forma amastigota e possuem
poliformismos em sua estrutura. Alguns trabalhos evidenciaram que os GIPLs estéo

relacionados com a modulacdo negativa da producéo de oxido nitrico em macréfagos
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infectados por L. major (DE ASSIS et al., 2012; GUHA-NIYOGI; SULLIVAN; TURCO,
2001). J4 os PPGs, os PGs e as sAP, sdo moléculas que, assim como o LPG,
apresentam unidades repetitivas de fosfoglicano e tem papel importante na interacao
parasito-hospedeiro e na sobrevivéncia do parasito no ambiente intracelular, tendo
sua expressdo também afetada pelo nocaute no gene Ipg2 (MA et al., 1997; SPATH
et al., 2003b). Além dessas moléculas, a gp63 € a mais importante glicoproteina da
forma promastigota da Leishmania, tendo 63kDa de massa molecular e dependéncia
de zinco, também esta expressa na forma amastigota, em menor quantidade, e se
concentra na bolsa flagelar do parasito (GUHA-NIYOGI; SULLIVAN; TURCO, 2001).
O papel da GP63 no ciclo da Leishmania ainda ndo é bem definido, mas por ser
proteoliticamente ativa contra diversos substratos, pode estar relacionada com a
degradacdo de macromoléculas e desempenhar papel de ligante para receptores de
macrofagos e impedir a lise mediada por complemento (GUHA-NIYOGI; SULLIVAN;
TURCO, 2001).

1.5 MIGRACAO CELULAR

A migracdo celular € um processo fundamental presente em diversos
organismos que envolve a interacdo e adesdo da célula ao substrato por estruturas
conhecidas como contatos focais ou adesdes focais (JONES; BRUNTON; FRAME,
2000; VICENTE-MANZANARES; WEBB; HORWITZ, 2005). Em macrofagos, essas
estruturas de contato podem ser de duas formas: complexos focais, que sao
estruturas semelhantes a contatos focais, mas sem fibras de estresse (ALLEN et al.,
1997) ou podossomos, que sao estruturas circulares distintas, restritas a linhagem
mieloide e relacionadas com a degradacdo proteolitica da matriz extracelular
(CORREIA et al., 1999; DEFIFE et al., 1999; WIESNER et al., 2014).

O processo migratdrio € um mecanismo ciclico que envolve diversos eventos
organizados que promovem o deslocamento da célula e esta envolvido com a
homeostase do organismo, estando relacionado com o reparo tecidual, a vigilancia
imunoldgica e varios outros processos, além de também estar relacionado com
processos patolégicos (RIDLEY et al., 2003). Em resposta a um agente promotor da
migracdo, a célula polariza e projeta protusdes, conhecidas como lamelipddios ou
filopodios, da regido anterior para a dire¢cdo da migracdo (1). Em seguida, as protusées
aderem a matriz extracelular ou células adjacentes através de estruturas chamadas
complexos focais (2). Esses pontos de adesdo servirdo para a contracdo da
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actomiosina citoplasmatica, direcionando a célula para o novo ponto de adeséao (3).
Os complexos focais na parte posterior da célula sédo entdo desfeitos, liberando o
corpo da célula (4). Por fim, ocorre a retracao da parte posterior (RIDLEY et al., 2003;
WIESNER et al., 2014).

No ambito da infec¢ao por protozoarios do género Leishmania, alguns estudos
mostraram que em um ambiente bidimensional, a migracdo de macrofagos apos a
infec¢@o por Leishmania € reduzida (BLEWETT; KADIVAR; SOULSBY, 1971; BRAY
et al., 1983). Adicionalmente, outros autores mostram que a infec¢ao por Leishmania
altera a funcdo de moléculas envolvidas com a adesdao, tais como a VLA-4 e a beta-1
integrina, que sdo moléculas importantes para a migracdo macrofagica nos tecidos e
na composicdo de sinapses imunolégicas, levando a reducdo da adesdo de
macréfagos e possivel disseminacao in vivo do parasita (CARVALHAL et al., 2004;
FIGUEIRA et al.,, 2015; PINHEIRO et al.,, 2006). Em concordancia com esses
trabalhos, um estudo realizado por de Menezes e colaboradores (2016) mostra uma
reducdo da migracdo de macréfagos apdés a infeccdo por L. amazonensis.
Adicionalmente, demonstra que a reducdo da migracdo observada nestas células
apos a infeccdo independe da carga parasitaria, da expansao do vacuolo parasitoforo
e de fatores soluveis liberados pelas células infectadas, mas envolve a modulacao da
expressdo de moléculas sinalizadoras envolvidas em adeséo celular, tais como
paxilina e sua fosforilagdo, além da fosforilagcdo de FAK (DE MENEZES; SARAIVA;
DA ROCHA-AZEVEDO, 2016). Ja para células dendriticas, que sao células
apresentadoras profissionais de antigeno, foi mostrado que a migracdo para o
linfonodo tem papel importante na geracdo da resposta imune a leishmaniose
(GORAK; ENGWERDA; KAYE, 1998; VON STEBUT et al., 1998). Além disso, foi
mostrado que L. amazonensis pode reduzir a migracao em células dendriticas murinas
(HERMIDA et al., 2014) e que a reducdo da migracdo na infeccdo por L. major é
provocada pelo blogueio de moléculas de adesdo (BALLET et al., 2014). Por outro
lado, ja foi descrito que células infectadas por L. major estimulam a expressao de
receptores de quimiocinas promovendo a migracdo em resposta ao estimulo do
CCL21 (STEIGARD & MOLL, 2005). Na infeccdo por L. infantum, foi observado que
h& um aumento na migracéo de células dendriticas, indicando um possivel papel das

CDs no processo de visceralizacdo da doenca (REBOUCAS, 2020).
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1) FORMAGAO DO PSEUDOPODE 2) ADESAD DO PSEUDOPODE 3) TRANSLOCAGAO DO CORPO CELULAR 4) LIBERACAD DA PARTE POSTERIOR  5) RETRAGAO DA PARTE POSTERIROR

Figura 4 — Esquema das etapas da migracao celular. O processo de migracao
celular é dividido em diversas etapas: formacao da protrusdo de membrana; adesao
ao substrato; contracao e desprendimento da parte posterior (Adaptado,WIESNER et
al., 2014).

1.5.1 Adesao celular

Durante o processo de migracéo celular, dois mecanismos principais ocorrem
de forma coordenada: a polimerizacao e reorganizacéo do citoesqueleto de actina e a
formacao de complexos de adeséo (ZAMIR; GEIGER, 2001). O complexo de adesao
€ uma estrutura complexa formada por cerca de 125 proteinas. Uma delas é a paxilina,
gue desempenha um papel fundamental na migracéo celular se associando a diversas
proteinas de sinalizacdo, como FAK, outras quinases e ativadores e efetores de
pequenas GTPases (BROWN; TURNER, 2004; TACHIBANA et al., 1995; TURNER,
2000; TURNER; GLENNEY; BURRIDGE, 1990). Alguns estudos mostraram que
fibroblastos embridnicos de camundongos (MEFS) deficientes em paxilina apresentam
defeitos no spreading e migracdo celular, remodelamento de adesdes focais e
formacao de lamelipédios estaveis (WADE; BOHL; VANDE POL, 2002; WEBB et al.,
2004). Foi mostrado ainda que a fosforilagdo de paxilina por FAK em Y31 e Y118
regula a motilidade celular e possibilita a interacdo com proteinas contendo dominios
SH-2 (ROMANOVA et al., 2004; SCHALLER; PARSONS, 1995). Além disso, outros
trabalhos mostraram que o blogqueio da interacdo da paxilina com a FAK provoca uma
reducdo na adesdo e na capacidade de invasdo e migracdo de fibroblastos
(DEREMAUDT, 2014).

Os mecanismos envolvidos na adesdo de macrofagos infectados por parasitos
intracelulares, como por exemplo Leishmania, e as moléculas envolvidas neste
processo ainda sé@o pouco conhecidos. Estudos anteriores mostraram que a infec¢ao
por Leishmania reduz a adesdo de macrofagos e altera a funcdo de moléculas
envolvidas em adesdo, como VLA-4, uma das moléculas relevantes para a migracéo
macrofagica nos tecidos e que compdem sinapses imunolégicas (CARVALHAL et al.,
2004; PINHEIRO et al., 2006). Entretanto, pouco se conhece sobre a biologia celular
da adesao e migracao de células infectadas por Leishmania.
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Figura 5 - Complexo de adesdo. O complexo de adesdo é uma estrutura formada
por cerca de 125 proteinas, responsaveis pela comunicacdo entre as moléculas
transmembranas, chamadas integrinas, e os filamentos de actina presentes no
citoplasma (Wiesner, 2014).

1.5.2 Citoesqueleto de actina e Rho GTPases

O movimento celular € um mecanismo celular importantissimo em inUmeros
processos biologicos, incluindo a vigilancia imunolédgica, morfogénese embrionaria,
angiogénese e separacdo e regeneracdo tecidual. O citoesqueleto de actina é
fundamental para este processo, mediando a formacgao de estruturas celulares como
lamellipodia, filopodia, fibras de estresse e adesdes focais (BANERJEE; GARDEL,;
SCHWARZ, 2020; LEE; DOMINGUEZ, 2010).
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Das proteinas que constroem a estrutura fisica da célula, a actina € sem duvida
a mais importante. Possui 42 kDa e sua principal caracteristica € que sua forma
monomérica (globular ou G-actina) pode se ligar a filamentos polares (filamentoso ou
F-actina), que possui duas extremidades estruturalmente e bioquimicamente distintas.
Estes filamentos podem formar diferentes estruturas na célula, incluindo redes
ramificadas, malhas e feixes interligados e feixes de contracdo (BANERJEE;
GARDEL; SCHWARZ, 2020). Em células eucaridticas, a actina € caracterizada por
quatro subdominios, sendo que o ATP tem afinidade com o subdominio 3 e 4
(DOMINGUEZ, 2004). A polimerizacéo dos filamentos acontece de acordo com trés
etapas: primeiramente ocorre a unido das subunidades formando um agregado,
caracterizando a etapa de nucleacdo; em seguida, novas subunidades sé&o
acrescentadas nas extremidades do filamento, etapa de alongamento; e por fim temos
a etapa de equilibrio, na qual para equilibrar a estrutura formada ocorre a dissociacéo
de monbémeros (HOLMES et al., 1990; EGELMAN et al., 1985). Os filamentos de
actina sao controlados e modulados em células por cerca de cem proteinas atreladas
a eles (proteinas de ligacao a actina — ABPSs). A actina e as proteinas que se ligam a
actina (ABPs) necessitam de ATP como fonte de energia para realizar
adequadamente suas funcdes (BANERJEE; GARDEL; SCHWARZ, 2020). Dentre as
ABPs podemos destacar as GTPases da familia Rho que servem como interruptores
moleculares dependentes de GTP. Dentre elas, podemos citar a Cdc42, Rac e RhoA,
gue controlam respectivamente a formacao de filopodio, lamelipodio e fibras de
estresse (LEE; DOMINGUEZ, 2010; POLLARD; BORISY, 2003; TAMBE et al., 2011;
WU et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A OMS classifica a leishmaniose como uma das mais importantes doencgas
tropicais negligenciadas. A doenca € endémica em quase todos 0s continentes,
estimando-se que 12 milhdes de individuos estejam infectados por Leishmania e que
350 milhdes de individuos corram risco de serem infectados (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010). No Brasil, a leishmaniose cutanea é endémica, sendo
registrados cerca de 12.690 mil novos casos por ano, além da forma visceral da
doenca, que apresenta 3.200 mil novos casos por ano (PAHO, 2018).
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Durante o ciclo de vida da Leishmania, os parasitos interagem com uma
diversidade de tipos celulares, entretanto, pode-se destacar macrofagos e células
dendriticas (GREGORY et al.,, 2005). Macrofagos sao as principais células
hospedeiras da Leishmania. No interior destas células, os parasitos sobrevivem e se
multiplicam (PRINA et al., 2017). Células dendriticas sédo células apresentadoras
profissionais de antigeno responsaveis pelo processamento e apresentacdo de
antigenos a linfocitos T naive. Adicionalmente, a migracao de células dendriticas para
o linfonodo inicia a resposta imune e, associado a isso, estudos mostram o papel
importante das DC na geracdo da resposta imune a leishmaniose (GORAK;
ENGWERDA; KAYE, 1998; VON STEBUT et al., 1998).

A disseminagdo e homing de células infectadas contendo antigenos de
Leishmania sado fundamentais para a sobrevivéncia deste parasito no hospedeiro e
para o estabelecimento da leséo e, ainda hoje, pouco se sabe sobre os mecanismos
envolvidos na adesado da célula hospedeira e sua migragao na infecgado por este
protozoario. Sabe-se que diferentes patdégenos sdo capazes de modular a migracao
de células hospedeiras (BRAY et al., 1983; CARVALHAL et al., 2004; DE MENEZES
et al.,, 2017; PINHEIRO et al., 2006; KANATANI AT AL., 2017). Em estudo realizado
anteriormente, foi observada uma reducdo da migracdo de macrofagos apds a
infeccdo por L. amazonensis, associada a reducdo da formacdo de complexos de
adesao e alteracdo da dinamica de actina. Adicionalmente, em trabalho recente
desenvolvido pelo nosso grupo, foi mostrado um aumento da migragao de células
dendriticas humanas infectadas por L. infantum, mas ndo por L. amazonensis ou L.
braziliensis, associada ao aumento da expressao de proteinas envolvidas em
formacao de complexos de adesao, assim como sua fosforilagdo. Mostramos ainda
um aumento da polimerizacéo de filamentos de actina e da expressado de CCR7 nas
células infectadas por L. infantum (REBOUCAS et al.,2020).

Além de fatores do hospedeiro, fatores intrisecos ao parasito sdo componentes
importantes para a manutencdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado (FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Estudos recentes ja demonstraram a relevancia da
presenca do LPG de Leishmania na interagdo com células hospedeiras, no
mecanismo de sobrevivéncia do parasito, bem como no estabelecimento da infec¢éo
(SCHLEIN; SCHNUR; JACOBSON, 1990). Entretanto, ndo se conhece o papel do
LPG de Leishmania na adeséo e migracao de células do hospedeiro infectadas por
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este parasito. Assim, para melhor entender os mecanismos inerentes ao parasito e
sua associacdo com a migracao e disseminacéo de células infectadas, este trabalho
propde avaliar o papel do fator de viruléncia LPG na adesédo e migragéo de células
dendriticas humanas infectadas por Leishmania. Utilizamos parasitos de L. infantum
nocaute para o gene Ipg2 e avaliamos o processo de adesdo e migracdo de
macrofagos e células dendriticas humanas infectadas por estes parasitos. Nossa
hipotese é que o Ipg2 de L. infantum participa na modulacdo da migracéo de células
dendriticas infectadas, mas ndo de macréfagos, contribuindo para a apresentacéo de
antigenos em linfonodos drenantes, e para a disseminacdo da doenca em
hospedeiros vertebrados. Na leishmaniose, a relagéo entre disseminagao do parasito
e enfermidade € particularmente estreita. Estudos para melhor entender o processo
de adesdo e migragao celular e sua relagdo com a sobrevivéncia intracelular do
parasito e disseminagao da doencga sdo fundamentais para a concep¢do de novas

estratégias terapéuticas contra a leishmaniose.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o papel do LPG na adesdo e migracdo de células hospedeiras humanas
infectadas por L. infantum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a migracdo de células hospedeiras humanas infectadas por L. infantum
selvagem ou nocaute para o gene Ipg2;

- Investigar a formacao de complexos de adesdo em células hospedeiras humanas
infectadas por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2;

- Determinar a dindamica de actina em células hospedeiras humanas infectadas por

L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 COMITE DE ETICA
O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas (CEP) do Instituto
Goncalo Moniz, conforme parecer de numero 2.751.354 e segue com 0s principios de

ética na pesquisa definidos pela Resolucdo CNS 466/12 I1.4.

4.2 SEPARACAO DE PBMC E CULTIVO DE CELULAS DENDRITICAS E
MACROFAGOS

Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudaveis foram
obtidas por separacdo de PBMC (células polimorfonucleares de sangue periférico) em
Ficoll-Hystopaque (Sigma- Aldrich). Para a diferenciacdo em células dendriticas, os
mondcitos foram separados utilizando coluna magnética (MACS Mylteni Biotec) para
isolamento de células CD14+, que entdo foram ressuspendidas e plagueadas em
RPMI com GM-CSF [50ng/mL] + IL-4 [100Ul/mL] (Peprotech) por 7 dias para
diferenciacdo em células dendriticas. Ja para a diferenciacdo em macrofagos, foi
permitido que os monadcitos coletados aderissem por 30 minutos em meio RPMI sem
soro fetal bovino. Em seguida, foram removidas as células ndo aderentes e substituido
0 meio por RPMI completo contendo 10% de soro fetal bovino. A cada 2 dias, 50% do
meio foi renovado para manutencdo da cultura e apdés um total de 7 dias os

macrofagos estavam prontos para utilizagao.
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4.3 CULTIVO DE PARASITOS E INFECCAO

Promastigotas de L. infantum (MCAN/BR/89/BA262) selvagens derivadas de
amastigotas isoladas de baco de hamsters Golden Syrian, L. Infantum nocaute para o
gene Ipg2 e reconstituidas com o gene Ipg2 (add back), disponibilizadas pelo grupo
de Dra. Valéria Borges e Dr. Leonardo Paiva, foram cultivadas em meio Homem em
estufa B.O.D. a 24°C. Para o cultivo da L. infantum add back, foi adicionado ao meio
Homem 1pl do antibidtico Zeocin (Invitrogen — Carlsbad, CA) para cada mL de meio,
com o objetivo de manutencao do fendtipo. Apds cultura atingir a etapa estacionaria
de crescimento, os parasitos foram utilizados para realizacio dos experimentos até a

72 passagem.

4.4 AVALIAQAO DA MIGRAQAO DE CELULAS HOSPEDEIRAS HUMANAS
INFECTADAS POR LEISHMANIA INFANTUM

A avaliacdo da migracado de células hospedeiras humanas infectadas ou nao
por Leishmania selvagem, nocaute ou add back para o gene Ipg2 foi avaliada na
presenca de CCL3 para dendriticas e de CCL2 para macréfagos, utilizando camaras
Transwell com membranas de policarbonato (24 pogos, 5um Corning® Transwell®
polycarbonate membrane cell culture inserts). Células infectadas ou n&o, na
concentracdo de 2x10° células, foram plaqueadas nos insertos por 4 horas, lavadas
com PBS e fixadas com PFA 4%. A parte superior da membrana foi raspada com
swab, a fim de remover as células que ndo migraram. Em seguida, as membranas
foram removidas do inserto com auxilio de um bisturi. As membranas removidas foram
entdo montadas em laminas e posteriormente, coradas com ProLong™ Gold Antifade
Mountant with DAPI (Invitrogen) para marcacado nuclear. A andlise da migracéo das
células foi realizada de forma randémica pela contagem do nucleo de células que
atravessaram a membrana do inserto da transwell (10 campos aleatdrios por grupo),
com auxilio de microscopio de fluorescéncia, em aumento de 100x com oléo de

imersao (Olympus — DMIS8).

4.5 AVALIACAO DA FORMAGAO DE COMPLEXOS DE ADESAO EM CELULAS
HOSPEDEIRAS HUMANAS INFECTADAS POR LEISHMANIA INFANTUM

A avaliagdo da formacdo do complexo de adesdo de células hospedeiras
humanas infectadas ou ndo com Leishmania selvagem, nocaute ou add back para o

gene Ipg2 foram realizadas através de ensaio de imunomarcagéo. As células foram
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lavadas e fixadas com paraformoldeido 4% por 15 minutos. Apés a fixacao, as células
foram lavadas duas vezes com PBS 1X e foi adicionado NH4CI (50mM) em agitacéo
por mais 20 minutos. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por
5 minutos e permeabilizadas com PBS-Saponina 0,15% em agitacdo por 15 minutos.
Apos o periodo de permeabilizacdo, foi feito o bloqueio com PBS-Saponina
0,15%/BSA 3% por uma hora. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS-Saponina 0,15% e incubadas com anti-p-paxilina 1:100 ou anti-p-FAK 1:500
(pY118) (Invitrogen) por 1 hora. Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes e
incubadas com o anticorpo secundario anti-rabbit Alexa Fluor 552 (Molecular Probes)
por no minimo 30 minutos. Por fim, as células foram lavadas e as laminulas montadas
em laminas utilizando ProLong™ Gold Antifade Mountant com DAPI (Invitrogen) [10
mg/mL] para marcagdo nuclear. As imagens foram adquiridas em microscopio
confocal Leica SP8 (Leica) em z-stack e feito o processamento de projecdo maxima.
As intensidades de fluorescéncia das 30 células adquiridas por grupo foram

quantificadas individualmente utilizando o software ImageJ.

4.6 AVALIAC}AO DA POLIMERIZAC}AO DE ACTINA EM CELULAS HOSPEDEIRAS

HUMANAS INFECTADAS POR LEISHMANIA INFANTUM
A avaliacdo da polimerizacdo de actina de células hospedeiras humanas
infectadas ou ndo com Leishmania selvagem, nocaute ou add back para o gene Ipg2
foram realizadas através de ensaio de imunomarcacao. As células foram lavadas e
fixadas com paraformoldeido 4% por 15 minutos. Apés a fixacao, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1X e foi adicionado NH4CI (50mM) em agitacdo por
mais 20 minutos. Depois, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por 5 minutos
e permeabilizadas com PBS-Saponina 0,15% em agitacdo por 15 minutos. Apés o
periodo de permeabilizacédo, foi feito o bloqueio com PBS-Saponina 0,15%/BSA 3%
por uma hora. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS-Saponina
0,15% e incubadas com anti-Rac-1, anti-RhoA, anti-Cdc42 (Invitrogen) por 1 hora.
Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes e incubadas com o anticorpo
secundario anti-rabbit Alexa Fluor 552 (Molecular Probes) ou anti-mouse Alexa Fluor
552 (Molecular Probes) e Faloidina (Invitrogen) por no minimo 30 minutos. Por fim, as
células foram lavadas e as laminulas montadas em laminas utilizando ProLong™ Gold
Antifade Mountant com DAPI (Invitrogen) [10 mg/mL] para marcacdo nuclear. As
imagens foram adquiridas em microscépio confocal Leica SP8 (Leica) em z-stack e
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feito o processamento de projecdo maxima. As intensidades de fluorescéncia das 30
células adquiridas por grupo foram quantificadas individualmente utilizando o software

ImageJ.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os graficos e a analise estatistica foram realizados utilizando o software
GraphPad Prism, verséao 8.0 e os dados foram submetidos ao teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov, Shapiro-Wilke e D’Agostino e Person. Para a comparacao
entre grupos com distribuicdo normal, foi utilizado o teste t de Student e os graficos
foram representados em barras. Para os dados que ndo apresentaram distribuicéo
normal, foi utilizado o teste de Mann-Whitney (teste U) e os graficos foram
representados em violino. Os dados foram considerados estatisticamente significante

guando apresentaram o valor de p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1 MIGRAC}AO DE CELULAS DENDRITICAS INFECTADAS POR L. INFANTUM
SELVAGEM OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Para avaliar a migracao de células dendriticas infectadas ou ndo por L. infantum
selvagem ou nocaute para o gene Ipg2, foram realizados ensaios de migracéo
direcional na presenca do quimioatrator especifico (CCL3), utilizando cémaras
Transwell. Os resultados mostram que nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas houve um
aumento na migracdo das células dendriticas infectadas pela L. infantum selvagem
guando comparadas ao grupo infectado com o L. infantum nocaute para o gene Ipg2

e ao controle ndo infectado (Figura 6).
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Figura 6 - Avaliacdo da migracdo de células dendriticas na infeccdo por
Leishmania. Células dendriticas foram infectadas por L. infantum selvagem ou
nocaute para o gene Ipg2 por 4 horas. E apos o tempo de infecc¢éo, foi feita a cinética
com os tempos de 6, 12, 24 ou 48h, as células foram submetidas a migragdo com
CCL3/MIP-1a em sistema Transwell por adicionais 4 horas. Os insertos foram lavados,
fixados e marcados com Prolong antifade com DAPI para montagem das laminas. As
células migrantes, que se encontravam na parte inferior do inserto, foram contadas
(10 campos aleatérios) em microscopio de fluorescéncia convencional. *, p<0,05; **,
p<0,05; *** p<0.001 (teste de t student). Resultado representativo de 1 experimento.
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5.2 FORMACAO DE COMPLEXOS DE ADESAO EM DENDRITICAS INFECTADAS
POR L. INFANTUM SELVAGEM OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Para a avaliacdo da formacao dos complexos de adesao em células dendriticas
humanas infectadas ou nédo por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2,
foi realizada a imunomarcacao das células utilizando anticorpos especificos para FAK
e paxilina fosforilada e, em seguida, foi feita a andlise por microscopia confocal e
quantificacdo através do software ImageJ. Os resultados mostram um aumento na
expressdo de FAK e paxilina em células dendriticas infectadas por L. infantum
selvagem quando comparadas aquelas infectadas por L. infantum nocaute para o
gene Ipg2 e ao grupo controle ndo infectado (Figura 7A).

Foram realizados ainda ensaios adicionais de avaliacdo da formacdo do
complexo de adesdo com adicdo de um grupo de células infectadas com o parasito
add back. Os resultados mostram um aumento na expressdo de FAK e paxilina em
células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem, quando comparadas as
células infectadas com L. infantum nocaute para o gene Ipg2 e ao grupo controle nao
infectado. Os resultados mostram ainda que as células infectadas por L. infantum add
back apresentaram uma expressao de FAK e paxilina maior do que aquelas infectadas

por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 (Figura 7B).
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Figura 7 - Avaliacdo da formacdo de complexos de adesdo em células
dendriticas infectadas por Leishmania. Células dendriticas infectadas por L.
infantum selvagem (A, B), nocaute para o gene Ipg2 (A, B) ou add back (B) por 4 horas
e foram marcadas com anticorpo anti-FAK e anti-paxilina fosforiladas. Foram
quantificadas de 25 a 30 células para cada grupo utilizando o software ImageJd.
Vermelho - anti-FAK ou paxilina fosforilada; azul — DAPI. *, p<0,05; **, p<0,05; ***,
p<0.001; ; **** p<0.001 (teste de t student). Os ensaios com dados paramétricos
foram representados em graficos de barra e os ndo paramétricos com graficos de
violino. Resultado representativo de 2 experimentos. A e B representam ensaios
diferentes de um mesmo objetivo.

5.3 AVALIAC}AO DA POLIMERIZAQAO DE ACTINA EM CELULAS DENDRITICAS
INFECTADAS POR L. INFANTUM SELVAGEM OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Com o objetivo de avaliar a dinamica da polimerizacéo dos filamentos de actina,
foi realizada a imunomarcacao das células com os anticorpos para Racl, RhoA,
Cdc42, além de faloidina. Os resultados mostram um aumento da expressao de Racl,
RhoA, Cdc42 e actina nas células dendriticas infectadas pela L. infantum selvagem
guando comparadas aquelas infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 e
ao grupo controle ndo infectado (Figura 8A).

Foram realizados ainda ensaios adicionais de avaliacdo da polimerizagao dos
filamentos de actina com adicdo de um grupo de células infectadas com o parasito
add back. Os resultados mostram um aumento da expressdo de Racl e RhoA nas
células dendriticas infectadas pela L. infantum selvagem quando comparadas aquelas
infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 e ao grupo controle ndo infectado.
Os resultados mostram ainda que as células infectadas por L. infantum add back
apresentaram uma expressdo de Racl e RhoA maior do que aquelas infectadas por

L. infantum nocaute para o gene Ipg2 (Figura 8B).
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Figura 8 - Avaliacdo da polimerizacdo de actina em células dendriticas
infectadas por Leishmania. Células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem
(A e B), nocaute para o gene Ipg2 (A e B) e add back (B) por 4 horas e foram marcadas
com anticorpo anti-Racl, anti-RhoA e anti-Cdc42 (somente A). (A) Intensidade de
fluorescéncia em marcacéo de RhoA, Racl, Cdc42 e faloidina. (B) Intensidade de
fluorescéncia em marcacgao de Racl, RhoA e faloidina. A intensidade de fluorescéncia
das marcacg6es foi quantificada através da média de 25 a 30 células para cada grupo
utilizando o software ImageJ. Vermelho, anti-Racl, anti-RhoA ou anti-Cdc42; Verde,
faloidina ou Racl; azul, DAPI, nlcleo da célula. *, p<0,05; **, p<0,05; ***, p<0.001; ***,
p<0.001 (teste de t student). Resultado representativo de 2 experimentos. A e B
representam ensaios diferentes de um mesmo objetivo.

5.4 MIGRACAO DE MACROFAGOS INFECTADOS POR L. INFANTUM SELVAGEM
OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Para avaliar a migracdo de macréfagos infectados ou ndo por L. infantum
selvagem ou nocaute para o gene Ipg2, foram realizados ensaios de migragéo
direcional na presenca do quimioatrator especifico (CCL2/MCP-1) utilizando camaras
Transwell. Os resultados mostram uma reducdo na migracdo de macréfagos humanos
infectados por L. infantum selvagem quando comparadas aqueles infectados por L.
infantum nocaute para o gene Ipg2 (Figura 9).
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Figura 9 - Avaliacdo da migracdo de macrofagos na infeccdo por Leishmania.
Macrofagos foram infectadas por L. infantum selvagem, nocaute para o gene Ipg2 ou
add back por 24 horas. ApGs a infecgéo, as células foram submetidas a migragcdo com
CCL2/MCP-1 em sistema Transwell por adicionais 5 horas. Os insertos foram lavados,
fixados e marcados com DAPI. As células migrantes, que se encontravam na parte
inferior do inserto, foram contadas (10 campos aleatérios) em microscéopio de
fluorescéncia convencional. **, p<0,05; **** p<0.001 (teste de t student). Resultado
representativo de 1 experimento.

5.5 FORMACAO DE COMPLEXOS DE ADESAO EM MACROFAGOS INFECTADOS
POR L. INFANTUM SELVAGEM OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Para avaliar da formacao dos complexos de adesdo em macréfagos humanos
infectados ou néo por L. infantum selvagem, nocaute para o gene Ipg2 ou add back,
foi feita a imunomarcacao das células utilizando anticorpos para FAK e paxilina e, em
seguida, foi feita a andalise em microscopia confocal e quantificacdo através do
software ImageJ. Os resultados mostram um aumento da expressao de FAK e paxilina
em macroéfagos infectados por L. infantum selvagem, L. infantum nocaute para o gene
Ipg2 e L. infantum add back quando comparadas ao grupo controle ndo infectado
(Figura 10).
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Figura 10 - Avaliacdo da formacdo de complexos de adesdo em macrofagos
infectados por Leishmania. Macrofagos infectados por 4 horas pela L. infantum
selvagem, nocaute para o gene Ipg2 e add back foram marcados com anticorpo anti-
FAK, anti-paxilina fosforiladas e DAPI. Foram quantificadas de 25 a 30 células para
cada grupo utilizando o software ImageJ. Vermelho - anti-FAK ou paxilina fosforilada.
* p<0,05; **, p<0,05; *** p<0.001 , **** P<0.001 (teste de t student). Resultado
representativo de 1 experimento.

5.6 AVALIACAO DA POLIMERIZACAO DE ACTINA EM MACROFAGOS
INFECTADOS POR L. INFANTUM SELVAGEM OU NOCAUTE PARA O GENE LPG2

Para avaliar a dindmica da polimerizacdo dos filamentos de actina em
macréfagos humanos infectados ou néo por L. infantum selvagem, nocaute para o
gene Ipg2 ou add back, foi realizada a imunomarcacédo para Racl, RhoA, além da
marcacdo com faloidina. Os resultados mostram uma reducdo na marcacao de
faloidina e na expresséo de Racl nas células infectadas pela L. infantum selvagem e
nocaute para o gene Ipg2, em comparacdo as ceélulas nédo infectadas (Figura 11).
Adicionalmente, foi observado um aumento da expressdo de RhoA nas células
infectadas pela L. infantum selvagem, nocaute para o gene Ipg2 e add back, em

comparacao as células ndo infectadas (Figura 11).
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Figura 11 - Avaliacdo da polimerizacdo de actina em macrofagos infectados por
Leishmania. Macréfagos infectados por L. infantum selvagem, nocaute para o gene
Ipg2 ou add back foram marcados com anticorpo anti-Racl e anti-RhoA e faloidina,
apos 24 horas da infeccdo. A intensidade de fluorescéncia das marcacfes foi
quantificada através da média de 25 a 30 células para cada grupo utilizando o software
ImageJ. Vermelho - anti-FAK ou paxilina fosforilada; Verde, faloidina. *, p<0,05; **,
p<0,05; *** p<0.001 , *** P<0.001 (teste de t student). Resultado representativo de 1
experimento.

6. DISCUSSAO

Na infeccéo por Leishmania, os macréfagos e as células dendriticas séo células
hospedeiras que desempenham um papel fundamental na resposta do hospedeiro a
infeccéo e na imunopatologia da doenca (ASHOK; ACHA-ORBEA, 2014; PRINA et al.,
2017). A interacao entre células hospedeiras e as diversas espécies de Leishmania é
bastante complexa, tendo em vista que os parasitos expressam em sua superficie
diferentes ligantes que podem interagir com multiplos receptores da célula hospedeira,
levando a diferentes desfechos da infeccdo (MOSSER; ROSENTHAL, 1993;
MOSSER; MILES, 2007).

Além de fatores do hospedeiro, fatores intrisecos ao parasito sdo componentes
importantes para a manutencdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado (FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Estudos recentes j& demonstraram a relevancia da
presenca do LPG de Leishmania na interacdo com células hospedeiras, no
mecanismo de sobrevivéncia do parasito, bem como no estabelecimento da infec¢éo
(SCHLEIN; SCHNUR; JACOBSON, 1990). Entretanto, o papel do LPG de Leishmania
na adesao e migragao de células hospedeiras infectadas ainda é pouco descrito e
compreendido.

Inicialmente, com o objetivo de tentar esclarecer o papel do LPG na migracéo
de células hospedeiras infectadas, avaliamos a migracdo de células dendriticas e
macrofagos humanos infectados por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene
Ipg2. Os resultados mostram um aumento na migragdo das células dendriticas
infectadas por L. infantum selvagem quando comparadas ao grupo controle nao
infectado, mas nao de células dendriticas infectadas por L. infantum nocaute para o
gene Ipg2 nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas apds infec¢do. Entretanto, em

macrofagos infectados por L. infantum selvagem observa-se uma reducdo da
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migracdo apdés a infeccdo por L. infantum selvagem, quando comparadas a
macrofagos infectados por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 e ao grupo controle
nao infectado. Estes resultados sugerem ndo apenas um possivel papel para células
dendriticas humanas, mas néo para macrofagos, na disseminagdo do parasito no
hospedeiro, mas também um papel importante para o LPG na modulagdo da migracao
induzida por L. infantum nestas células.

Estudos anteriores j& demostraram que Leishmania é capaz de modular a
adesdo e migracao de células hospedeiras (BRAY et al., 1983; CARVALHAL et al.,
2004; PINHEIRO et al., 2006; FIGUEIRA et al., 2015; DE MENEZES et al., 2016). Em
estudo prévio que avalia a migracdo de células dendriticas infectadas por L.
amazonensis, 0s autores mostraram que a infec¢do por esta espécie de Leishmania
promove uma reducdo na migracdo de células dendriticas do local da infeccao para
linfonodos drenantes (HERMIDA et al., 2014). Em contraste, outros autores mostram
gue a infecdo por Leishmania promove um aumento do deslocamento de células
dendriticas para os linfonodos drenantes (LAI et al., 2008; MISSLITZ et al., 2004).
Estudos anteriores mostraram ainda que a infeccdo por L. major estimula a
capacidade da migracao de células dendriticas a partir da modulacdo de receptores
de quimicionas, evidenciando uma relacdo entre o aumento da expressao de CCR7
com o aumento da migracdo de destas células (STEIGARD & MOLL, 2005). A
importancia da célula dendritica na disseminacdo da doenca (REBOUCAS, 2020) ja
havia sido demonstrada pelo nosso grupo. Em estudo realizado recentemente, foi
mostrado um aumento da migracdo de células dendriticas apds a infeccédo por L.
infantum, mas ndo por L. amazonensis ou L. braziliensis, e por isolados de pacientes
com a forma difusa e disseminada da doenca, mas nao de isolados daqueles que
apresentam a forma localizada de Leishmaniose cutanea (manuscrito em
preparacao).

Com relagdo a migracdo de macrofagos no contexto da infecgcdo por
Leishmania, alguns trabalhos ja evidenciaram uma reducdo da migracdo destas
células apos a infeccdo (BLEWETT; KADIVAR; SOULSBY, 1971; BRAY et al., 1983;
DE MENEZES et al., 2016). Estes dados sugerem que macrofagos ndo apresentam
um papel direto no processo de disseminacdo da doenca. Adicionalmente, diversos

trabalhos descrevem o papel do LPG na sobrevivéncia do parasita e no
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estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado (SCHLEIN; SCHNUR;
JACOBSON, 1990; SPATH et al., 20032).

Além disso, sabe-se que esta molécula confere protecdo a lise mediada pelo
complemento, interage com o0s receptores do tipo Toll-like (TLR), suprime a
fosforilacdo da p38 MAP quinase, modula a producéo de espécies reativas de oxigénio
e oxido nitrico e de citocinas (CHANDRA; NAIK, 2008; CHAPARRO et al., 2019; JO
et al., 2008;KAVOOSI; ARDESTANI; KARIMINIA, 2009; PUENTES et al., 1990).
Entretanto a relacdo do LPG com a migracédo de células hospedeiras infectadas por
Leishmania ainda precisa ser estudada. Este € o primeiro estudo que sugere um papel
para o LPG na modulacdo da migracdo de células hospedeiras infectadas por
Leishmania, caracterizando esta molécula como um dos possiveis mecanismos
envolvidos na migragdo de células dendriticas infectadas por este parasito e,
consequentemente, na disseminacao da doenca.

Um dos mecanismos importantes para processo de migracao é a formacéo dos
complexos de adeséo, uma vez que promove a adesao da célula a matriz extracelular
(ZAMIR, 2001; WIESNER, 2014). Buscando compreender os mecanismos envolvidos
na modulacdo da migracdo de células dendriticas e macréfagos infectados por L.
infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2, avaliamos a formacao do complexo
de adesdo nestas células. Os resultados obtidos neste trabalho mostram um aumento
na expressao de FAK e paxilina nas células dendriticas infectadas pela L. infantum
selvagem quando comparadas aquelas infectadas por L. infantum nocaute para o
gene Ipg2 e ao grupo controle ndo infectado, sugerindo um aumento da formacéo de
complexos de adesdo nestas células. A associacao entre o aumento da adeséao celular
e 0 aumento da migracao ja foi demonstrado anteriormente. Estudos avaliando a
formacao de complexos de adesdo em células dendriticas infectadas por T. cruzi
mostram um aumento da expressdo de FAK associado ao aumento da migracao
destas células e a evolucdo da cardiomiopatia chagésica (MELO et al., 2019).
Adicionalmente, foi demonstrado recentemente que o aumento da formacao de
complexos de adesdo estad relacionado ao aumento da migracdo de células
dendriticas infectadas por L. infantum, mas ndo por L. amazonensis ou L. braziliensis,
e por isolados de pacientes com a forma difusa e disseminada da doenga, mas nao
de isolados daqueles que apresentam a forma localizada de Leishmaniose cutanea
(REBOUCAS et al., 2020).
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Com relacéo a formacédo de complexos de adesdo em macrofagos humanos,
trabalhos anteriores mostram que fibroblastos embribnicos de camundongos,
portadores de mutagcdo em FAK, impedindo a ligacdo com a paxilina, apresentam
reducdo de FAK nos pontos de adesé&o e consequente reducéo de migragéo e adesao
celular (DERAMAUDT, 2014). Além disso, foi demonstrada um associacdo entre a
reducdo da formacdo de complexos de adesdo e a reducdo da migracdo em
macréfagos murinos infectados por Leishmania (DE MENEZES et al., 2017; LUZ,
2021). Entretanto, interessantemente, nossos resultados mostram um aumento da
formacdo de complexos de adesdo em macréfagos humanos infectados tanto por L.
infantum selvagem, quanto naqueles infectados por L. infantum nocaute para o gene
Ipg2. Este dado sugere um papel de mecanismos adicionais a modulacdo da migracéo
induzida por Leishmania nestas células. Estudos anteriores mostram uma relacéo
entre LPG e aumento da expressao de moléculas de adesédo na superficie de células
de Langherans (PONTE-SUCRE; HEISE; MOLL, 2001). Outros autores
demonstraram que Leishmania modula a ativacdo de integrinas em macréfagos
murinos infectados (CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Novos estudos
para avaliar a expressdo de integrinas e sua ativacdo podem auxiliar no
esclarecimento de mecanismos envolvidos na modulacdo da migracdo associada a
LPG de L. infantum em macrofagos humanos. A avalia¢do da sinalizacao induzida por
LPG, assim como de seus mecanismos de acéo, € fundamental para o entendimento
dos possiveis mecanismos associados ao LPG que podem estar envolvidos na
reducdo da migracdo de macréfagos humanos infectados por L. infantum.

Outro mecanismo importante para o processo de migracdo é a polimerizacao
dos filamentos de actina, essencial para a contracdo das células e formacao das
protucdes (RIDLEY; HALL, 1992; WIESNER et al., 2014). Os filamentos de actina sdo
controlados e modulados por cerca de cem proteinas atreladas a eles (proteinas de
ligacdo a actina — ABPs). As GTPases da familia Rho servem como interruptores
moleculares dependentes de GTP, dentre elas, podemos citar a Cdc42, Racl e RhoA,
gue controlam respectivamente a formacao de filopddio, lamelipédio e fibras de
estresse (ALLEN et al., 1997; LEE; DOMINGUEZ, 2010; TAMBE et al., 2011; WU et
al., 2009).

Com o objetivo de compreender os mecanismos envolvidos na migracédo de

células dendriticas e macrofagos infectados por L. infantum selvagem ou nocaute para
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o0 gene Ipg2, foi avaliada a polimerizacdo do citoesqueleto de actina. Em células
dendriticas, nossos resultados mostram uma variacdo da marcacdo com faloidina
entre os experimentos. Como a polimerizacdo destes filamentos € um processo
extremamente dinamicos, para melhor avaliar este fenbmeno, partimos para avaliar a
expressdo de moléculas da familia Rho. Observamos assim um aumento da
expressdo de Racl, RhoA, Cdc42 em células dendriticas infectadas por L. infantum
selvagem e uma reducao da expressédo dessas moléculas no grupo infectado pela L.
infantum nocaute para o gene Ipg2. Este dado sugere que a modulagéo da dinamica
de actina é um possivel mecanismo associado ao aumento da migracao induzida por
LPG de L. infantum nestas células.

J& os resultados de polimeriza¢do dos filamentos de actina em macréfagos
infectados mostrou que a marcagado por faloidina e a expressao de Racl estdo
reduzidas nas células infectadas por L. infantum selvagem e nocaute para o gene
Ipg2, em comparacado com células controle ndo infectadas. Entretanto, RhoA mostrou-
se aumentada nas células infectadas L. infantum selvagem, em relacdo aquelas
infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2. Dados da literatura mostram que
a inibicdo de Rho GTPases provoca uma modulacdo na migracao celular (SANDER
et al., 1999). Cdc2 e Racl sao responsaveis pela inducdo da polimerizacao de actina,
via complexo Arp2/3 (SPIERING; HODGSON, 2011). Além da Cdc42 e Racl, RhoA é
de extrema importancia no processo de migracao celular, uma vez que é responsavel
pela formacéo de fibras de estresse na regiao do corpo celular e regido posterior da
célula e tem associacdo com a inibicdo de protusfées (RIDLEY; HALL, 1992; NOBES;
HALL, 1999; ROTTNER; HALL; SMALL, 1999). Além disso, esta molécula esta
relacionada com a inibicdo da polimerizacdo da actina, através da ativacdo de ROCK
(ZEBDA et al., 2000). A expressdo aumentada de RhoA em macrofagos infectados
por L. infantum selvagem, em relacéo aqueles infectados por L. infantum nocaute para
0 gene Ipg2 observada neste trabalho, pode estar associada a reducdo da migracéo
induzida pelo LPG de L. infantum.

Os mecanismos envolvidos na disseminagcao da Leishmania no hospedeiro e
sua relacdo com a migracéo de células hospedeiras infectadas sdo pouco conhecidos.
Além de fatores do hospedeiro, fatores intrisecos ao parasito sdo componentes
importantes para a manutencdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado e
estabelecimento da lesdo (FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Estudos
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recentes jA demonstraram a relevancia da presenca do LPG de Leishmania na
interacdo com células hospedeiras, no mecanismo de sobrevivéncia do parasito, bem
como no estabelecimento da infecgcdo (SCHLEIN; SCHNUR; JACOBSON, 1990).
Entretanto, ndo se conhece o papel do LPG de Leishmania na ades&o e migragéo de
células do hospedeiro infectadas por este parasito. Este trabalho mostra, pela primeira
vez, que o LPG de L. infantum participa na modulacdo da migracdo de células
hospedeiras humanas infectadas, induzindo a migracdo de células dendriticas e
reduzindo a migracéo de macréfagos, contribuindo para a apresentacéo de antigenos
em linfonodos drenantes, e para a disseminacdo da doenca em hospedeiros
vertebrados. Estudos para melhor entender o papel do LPG no processo de adesao e
migracgao celular e sua relagao a disseminagao da doenga sao fundamentais para a

concepcao de novas estratégias terapéuticas contra a leishmaniose.

7. CONCLUSAO
O LPG de L. infantum apresenta um papel importante na modulacdo da

migracao de células hospedeiras humanas infectadas.
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