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Leishmania em ambiente tridimensional. 2020. 68 f. Dissertacdo (Mestrado em
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RESUMO

INTRODUGCAO: As leishmanioses podem apresentar diferentes manifestacdes
clinicas, que variam de lesbes na pele no local da inoculacao até lesGes disseminadas
para 6rgaos internos como baco e figado. A disseminacdo e homing de células
infectadas contendo antigenos de Leishmania sdo fundamentais para a sobrevivéncia
e estabelecimento do parasito no hospedeiro. Entretanto, ainda hoje, pouco se sabe
sobre os mecanismos envolvidos na adesao da célula hospedeira e sua migracao na
infeccdo por este protozoario. Em estudo realizado em ambiente bidimensional, foi
observada reducéo da migracdo de macrofagos apés a infeccdo por L. amazonensis,
associada a reducéo da formacao de complexos de adeséo e alteracdo da dinamica
de actina. Entretanto, o processo de migracao transendotelial de macréfagos envolve
sinais regulatérios oriundos de um ambiente tridimensional. OBJETIVO: Assim, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a migracdo de macrofagos infectados por
Leishmania e os mecanismos envolvidos neste processo, em ambiente tridimensional.
METODOLOGIA: Para isso, macréfagos derivados de medula 6ssea foram infectados
por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum e colocados em matriz de colageno
| para avaliagdo da migragéo utilizando High-Content Analysis System do modelo
Operetta (PerkinElmer). Adicionalmente, avaliamos a formagdo de complexos de
adeséao pela imunomarcacao de p-FAK e p-paxilina, a polimerizagéo do citoesqueleto
de actina por faloidina, Cdc42, RhoA, Racl e gelsolina, utilizando microscopia
confocal ou quantificacao da intensidade média de fluorescéncia por poco através do
Operetta. Além disso, utilizando matrigel, avaliamos a secrecdo de proteases por
estas células. RESULTADOS: Nossos resultados mostram reducdo da migracdo de
macroéfagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum em ambiente
tridimensional. Adicionalmente, as analises mostram reducdo da formacao de
complexos de adesdo nessas células. Em relacdo a organizacdo de actina, houve
aumento da expressdo de Racl ap0s a infecgdo por L.braziliensis e L.infantum, e
reducdo da expressdao de Cdc42. Mostramos ainda que houve uma reducdo da
expresséo de RhoA e gelsolina apos a infecgéo por L. amazonensis e L. infantum. Por
fim, nossos resultados mostram que a infeccéo por diferentes espécies de Leishmania
ndo altera a é&rea de degradacdo de matriz extracelular por macréfagos.
CONCLUSAO Nossos dados em conjunto mostram que a infeccdo por L.
amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum leva a redugdo da migracdo de
macrofagos em ambiente tridimensional. Esta reducéo na migracao esta associada a
alteracdo da dinamica de actina e reducéo formacao de complexos de adesao nessas
células.

Palavras-chave: Macrofagos, Migracéao Celular, Leishmania.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis present different clinical manifestations.
Some Leishmania spp. cause chronic, slow-to-heal diseases that are known as
cutaneous or mucocutaneous leishmaniasis. Other Leishmania spp. disseminate to
internal organs such as the liver, spleen, and bone marrow to cause visceral
leishmaniasis, leading to death if left untreated. The dissemination and homing of
infected cells containing Leishmania antigens are essential for the survival of this
parasite in the host. However, the mechanisms involved in the adhesion and migration
of host cells during Leishmania infection is still poorly understood. A previous study
showed that Leishmania infection inhibits macrophage motility by altering actin
dynamics and impairing the expression of proteins that function in plasma membrane—
extracellular matrix interactions. However, in the tissues, cells migrate through the
extracellular matrix, a three-dimensional fiber mesh. AIM: Thus, the present study aims
to evaluate the migration of macrophages infected by Leishmania and the mechanisms
involved in this process, using a three-dimensional environment. METHODOLOGY:
For this, bone marrow-derived macrophages were infected by L. amazonensis, L.
braziliensis, or L. infantum and placed in a collagen | matrix to assess migration using
Operetta. Additionally, we evaluated adhesion complexes formation by the
immunostaining of p-FAK and p-paxillin and actin polymerization by phalloidin, Cdc42,
RhoA, Racl, and gelsolin, using confocal microscopy or Operetta. Also, using matrigel,
we evaluated the secretion of proteases by these cells. RESULTS: Our results show
a reduced migration of macrophages infected by L. amazonensis, L. braziliensis, and
L. infantum in a three-dimensional environment. In addition, we show that infected
macrophages have lower levels of phosphorylated paxillin and FAK when compared
to noninfected macrophages. Analysis of the dynamics of actin polymerization show
an increase Racl expression in L. braziliensis- and L. infantum infected cells, in
contrast with a reduction in Cdc42 in these cells. In addition, we show a reduced
expression of RhoA and gelsolin in L. amazonensis- and L. infantum- infected cells.
We also showed that the infection by L. amazonensis, L. braziliensis, and L. infantum
does not alter the degradation area of extracellular matrix by macrophages.
CONCLUSIONS: Taken together, our results show that Leishmania infection inhibits
macrophage motility by altering actin dynamics and impairing the expression of
proteins that function in plasma membrane—extracellular matrix interactions in a three-
dimensional environment.

Keywords: Macrophages, Cell Migration, Leishmania
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por mais de 20
espécies diferentes de protozoario do género Leishmania, caracterizando-se como
uma doenca negligenciada, endémica em 98 paises. Estima-se que ocorram de
700.000 a 1 milhZo de novos casos e 30.000 mortes anualmente (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2018). Entretanto, mais de 90% dos casos novos tem
ocorréncia em apenas 13 paises: Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil,
Colémbia, Etiopia, india, Ird, Peru, Suddo do Sul, Suddo e Siria (STEVERDING,
2017).

O agente causador da leishmaniose, a Leishmania, é um protozoario intracelular
gue pode causar um largo espectro de doencas. As principais formas clinicas da
leishmaniose séo leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose muco-cutanea (LCM) e
leishmaniose visceral (LV) (DESJEUX, 2004; KAYE; SCOTT, 2011b;
PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). A LC pode ser causada pelas espécies L.
tropica, L. major, L. aethiopica, L. mexicana, L. amazonensis, L. panamensis, L.
guyanensis, L. peruviana ou L. braziliensis, sendo caracterizada por lesdes na pele de
carater ulcerativo, tamanho variado e fundo necrético. Ja na LCM, causada por L.
braziliensis, h& o aparecimento de lesdes em tecidos da orofaringe. A LV, manifestacao
clinica mais grave da enfermidade e causada por L. donovani e L. infantum, afeta
orgaos internos como figado, baco e medula 6ssea e pode levar a morte se nao tratada
(ASHFORD, 2000).

No Brasil, a LC possui ampla distribuicdo, com cerca de 21.000 casos ao ano. A
regido Norte do pais é a que apresenta a maior incidéncia desta forma clinica (46,4
caso0s/100.000 habitantes), seguida da regidao Centro-Oeste (17,2 casos/10.000
habitantes) e Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) em 2019 (BRASIL, 2020). Ja a
LV apresenta cerca de 3.500 casos por ano, com o coeficiente de incidéncia de 2,0
caso0s/100.000 habitantes. A letalidade da LV vem aumentando gradativamente nos
altimos anos no Brasil, passando de 3,1 % em 2000 para 7,1 em 2012 (BRASIL,
2020).

1.2 O PARASITO, O VETOR E O CICLO DE VIDA

A leishmaniose é causada por um protozodrio da ordem Kinetoplastida, familia
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Trypanosomatidae e do género Leishmania (GRIMALDI; TESH, 1993). A Leishmania,
assim como outros protozoarios, possui ciclo de vida disgénico, tendo um hospedeiro
mamifero e um vetor fleb6tomo, e apresenta diferentes formas adaptadas ao
hospedeiro e ao vetor (SUNTER; GULL, 2017).

Os flebétomos pertencem a ordem Diptera, sub-ordem Nematocera, familia
Psychodidae e subfamilia Phlebotominae (AKHOUNDI et al., 2016). Existem mais de
800 espécies de flebotomineos, sendo 464 espécies encontradas no Novo Mundo e
375 no Velho Mundo. Entretanto, ha evidencias que apenas 30 espécies tenham
capacidade vetorial para Leishmania (BATES, 2007; LANE, 1993).

O ciclo biolégico da Leishmania é dividido em dois estagios: um flagelado, no
qual os parasitos possuem alta motilidade, e um aflagelado, obrigatoriamente
intracelular (KAYE; SCOTT, 2011). A infeccao se inicia com a inoculacdo de formas
promastigotas metaciclicas do parasito na pele do hospedeiro por fémeas de
flebotomineos durante o repasto sanguineo. No hospedeiro vertebrado, apos ser
reconhecido pelo macréfago, o parasito € internalizado e, no interior destas células,
as formas promastigotas sofrem transformacfes moleculares e estruturais dando
origem as formas amastigotas. Nesse estagio de desenvolvimento, o parasito é
obrigatoriamente intracelular e capaz de sobreviver e se multiplicar no interior de
compartimentos  fagolisossomais, chamados de vacuolos parasitéforos
(ALEXANDER; RUSSELL, 1992). No interior das células hospedeiras, o parasito
dissemina-se pelos diferentes tecidos do hospedeiro causando lesées (LEON;
LOPEZ-BRAVO; ARDAVIN, 2007; MOLL et al., 1993).

A infeccdo do vetor por Leishmania ocorre durante o repasto sanguineo do
flebotomineo fémea em hospedeiro vertebrado infectado. As formas amastigotas
ingeridas pelo inseto vetor chegam ao seu intestino médio, transformando-se em
formas promastigotas prociclicas, que se multiplicam por divisdo binaria.
Progressivamente, durante o0 processo de diferenciacdo, denominado
metaciclogénese, surgem formas promastigotas metaciclias, estagio néo proliferativo
e infectivo. Estas formas migram para a regiao do intestino anterior do vetor, podendo
ser transmitidas para um novo hospedeiro vertebrado durante o segundo repasto
sanguineo. Em seguida, as formas promastigotas sao internalizadas por células
fagociticas do hospedeiro vertebrado, reiniciando seu ciclo de vida (Figura 1) (BATES,
2007; GUPTA; NISHI, 2011).
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Figura 1. Ciclo biolégico da Leishmania. Durante o repasto sanguineo, fémeas de fleb6tomos
infectados irdo transmitir a forma promastigota metaciclica do parasito para o hospedeiro vertebrado.
Esses parasitos serdo reconhecidos por fagdcitos presentes no local da inoculagdo. Uma vez dentro
das células hospedeira as promastigotas metaciclicas irdo se transformar em amastigotas, essa forma
€ capaz de sobreviver e se replicar dentro dos vacuolos parasitoforos. A replicagdo da amastigota pode
causar uma ruptura da célula hospedeira, permitindo a infeccéo de outros fagdcitos. Quando o fag6cito
infectado é sugado por um fleb6tomo durante o repasto sanguineo, as amastigotas irdo transformar-se
em promastigotas prociclicas no intestino do flebétomo. As promastigotas préciclica, irdo se diferenciar
em metaciclica, que é a forma infectante (VERAS; BEZERRA DE MENEZES, 2016).

1.3 INTERACAO MACROFAGO-LEISHMANIA

Os macroéfagos séo as principais células hospedeiras da Leishmania. No interior
dessas células, os parasitos sdo capazes de sobreviver por longo periodo e se
multiplicar no interior de vacuolos parasitoforos (AFRIN; KHAN; HEMEG, 2019). Estes
compartimentos sdo caracterizados como fagolisossomas, pois tem pH &cido,
enzimas lisossomais, e suas membranas apresentam marcadores de endossomo
tardio e lisossomo, incluindo microsialina, rab 7, LAMP-1, LAMP-2, ATPase vacuolar
e moléculas de MHC classe | e [l (ANTOINE et al., 1991; LANG et al., 1994; ANTOINE
et al., 1998).

A interacdo macréfago-Leishmania € complexa, uma vez que o0 parasito
expressa diferentes ligantes que podem interagir com multiplos receptores da célula
do hospedeiro (MOSSER; ROSENTHAL, 1993; MOSSER; MILES, 2007). A interacéo
de diferentes espécies de Leishmania com o macroéfago envolve receptores do
complemento (CRs), receptores de manose, receptores de fibronectina e receptores
de Fcy (FcyRs). Esses receptores por sua vez reconhecem moléculas presentes na

superficie dos parasitos como o lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de 63 KDa
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(gp63) (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015). Esta etapa de reconhecimento e 0
tipo de receptor envolvido neste processo sao fundamentais para o curso da infecgao.

1.4 MIGRACAO CELULAR

A migracao celular € um processo realizado por uma grande variedade de células
nucleadas e desempenha um papel essencial em muitos aspectos fisioldgicos como
trafego de leucdcitos e resposta imune, mecanismo de regeneracdo e reparo e
durante a morfogénese embrionéaria (FRIEDL; WOLF, 2010; GARDEL et al., 2010;
HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011a; RIDLEY et al., 2003).

1.4.1 Etapas da migracéao celular

A migracdo celular ocorre em um ciclo de diferentes etapas que envolvem:
protusdo do lamelipédio ou filopédio na parte anterior da célula, adesdo da area de
protusdo ao substrato por complexos focais, contracdo da actomiosina citoplasmaética,
liberacdo dos complexos focais na parte posterior da célula e retracdo da porgéo
posterior da célula. Esse processo envolve diversos eventos moleculares integrados,
sendo mediado principalmente por filamentos de actina no citoplasma e formacao de
complexos de adesdo (SHEETZ et al., 1999; WIESNER et al., 2014).

No inicio do processo de migracdo, a membrana plasmética precisa se ancorar
ao substrato. Este processo é mediado por integrinas, proteinas transmembranares
relacionadas com a adesao das células a matriz extra celular (MEC) (RIDLEY et al.,
2003). Durante este processo, a célula é capaz de gerar for¢ca de tracdo através da
polimerizacdo de actina, formando estruturas conhecidas como lamelipédios e
filopodios, projetando assim a porcdo anterior no sentido da migracdo. Nessas
estruturas de projecdo da membrana, sdo encontrados densos feixes de actina
filamentosa. Nos filopodios estas estruturas sao unidimensionais, longas e finas,
semelhante a microvilosidades, ao passo que em lamelipddios sé&o bidimensionais e
contém uma rede de actina filamentosa (TANG; GERLACH, 2017).
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Migragao Celular

L L= L 205 L

Protusdo de Ades3o do Contragdo do Liberacdo dos Retragdo da
pseudépodes  pseuddpodes citoesqueleto complexos focais  porgdo posterior

Figura 2: Esquema do modelo classico de migragao celular. O movimento celular é dividido em
diversas etapas (Adaptado,WIESNER et al., 2014).

1.4.2 Formacgédo do complexo de adeséo

O mecanismo de migracao celular envolve a interacdo das células ao substrato
por meio de estruturas conhecidas como contatos focais ou adesodes focais (JONES,
2000). Mais de 150 componentes associados aos complexos de adesdes focais foram
identificados (HYNES, 2002; ROMER; BIRUKOV; GARCIA, 2006; WOZNIAK et al.,
2004; ZAMIR; GEIGER, 2001), incluindo proteinas de membrana (integrinas),
proteinas que se conectam a actina (talina, vinculina e a-actinina) e proteinas
adaptadoras como (paxilina e Src) (TURNER, 2000; ZAMIR; GEIGER, 2001).
Adicionalmente, outras proteinas, como as proteinas da familia Rho de pequenas
GTPases, podem se ligar aos complexos de adeséo de forma transitoria para regular
a migracdo (HUTTENLOCHER; HORWITZ, 2011; RIDLEY; HALL, 1992).

As integrinas sdo receptores constituidos por proteinas transmembranares
heterodimeras com subunidades a e 8 (GINSBERG, 2014), que estdo envolvidas no
recrutamento de proteinas fosforiladas envolvidas na adesdo e migracdo celular
(HUVENEERS; DANEN, 2009; MITRA; SCHLAEPFER, 2006). A proteina FAK
funciona como um fator de regulacdo da adeséo focal durante o movimento celular,
no entanto, os mecanismos de regulacdo ainda sado pouco compreendidos (ZAIDEL-
BAR et al., 2004). As moléculas FAK agregadas realizam fosforilagéo cruzada, criando
um sitio de encaixe para os membros da familia Src de tirosinas-cinase
citoplasmaticas (MITRA; SCHLAEPFER, 2006; TOUTANT et al., 2002). Essas cinases
fosforilam as FAKs em tirosinas adicionais, criando sitios de encaixe para diferentes
proteinas sinalizadoras intracelulares, principalmente com proteinas adaptadoras
como paxilina e p130Cas (MITRA; SCHLAEPFER, 2006; PLAYFORD; SCHALLER,
2004).

A paxilina € um componente essencial nos pontos de adeséo focal, contribuindo
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para o recrutamento de cinases e fosfatases responsaveis pela organizacdo do
citoesqueleto de actina e formagéo dos complexos de adesdo (DEAKIN; TURNER,
2008). A funcéo da paxilina é regulada por sua fosforilacdo, promovida pela interacéo
da integrina com a MEC, iniciando assim a montagem dos complexos de adesé&o
através do recrutamento de outras cinases como Src, FAK, actopaxina, vinculina e
talina (BROWN; TURNER, 2002; LOPEZ-COLOME et al., 2017; TURNER, 2000). A
interacdo de paxilina com FAK intensifica sua fosforilacdo em outros residuos de
tirosina, regulando a dindmica de formagé&o dos complexos de adeséo (BELLIS et al.,
1997; LOPEZ-COLOME et al., 2017). Adicionalmente, ja foi demonstrado que a
inibicdo da interacdo FAK-paxilina diminui a capacidade de adeséo, invaséo e
migracao em fibroblastos (DERAMAUDT et al., 2014).

1.4.3 Familia Rho GTPases e a organizacdo do citoesqueleto de actina

A adesdo da célula a MEC ira conferir suporte aos componentes responsaveis
pela montagem da actina filamentosa, bem como sua regulagdo e organizagdo. A
organizacao do citoesqueleto de actina é extremamente dinAmica e ocorrem em trés
etapas: nucleacado, juncdo de subunidades de G-actina; alongamento, adicdo de
outros polimeros de G-actina na extremidade positiva do filamento; e equilibrio entre
o crescimento do filamento de actina na extremidade positiva e dissociacdo dos
mondmeros na extremidade negativa. Esse processo de formacéo e estabelecimento
dos filamentos de actina sdo regulados por proteinas da familia Rho-GTPases
(EGELMAN, 1985; HOLMES et al., 1990).

A familia Rho-GTPasesé formada por proteinas G que regulam a dindmica de
actina na célula. Os principais membros dessa familia sdo Racl, Cdc42 e RhoA. Racl
e Cdc42 séo responsaveis por controlar a extensao de lamelipddios na regido anterior
da célula, enquanto nos filopédios a extensdo € controlada apenas por Cdc42
(DEMALI; BURRIDGE, 2003; HUVENEERS; DANEN, 2009; LOPEZ-COLOME et al.,
2017). RhoA por sua vez controla a retracéo da parte posterior da célula e a formacéo
de fibras de stress no corpo celular e porcdo posterior da célula (RIDLEY; HALL,
1992). A atividade desta proteina é inicialmente diminuida apds a interagdo com
integrina B1 (ARTHUR; PETCH; BURRIDGE, 2000), visto que a alta atividade RhoA
pode ativar ROCK (Rho-associated protein kinase) inibindo a formacéo da protrusao
celular (NOBES; HALL, 1999; ROTTNER; HALL; SMALL, 1999). A atividade de ROCK
estimula a contractilidade da miosina, além de estimular a fosforilacédo de LIM quinase,
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capaz de inibir a cofilina (MAEKAWA et al., 1999), bloqueando assim a polimerizacao
da actina (ZEBDA et al., 2000).

Matriz Extracelular

Figura 3: Esquema representativo do complexo de adesdo e das proteinas envolvidas na
organizacdo do citoesqueleto de actina. A integrina € uma proteina transmembrana que conecta a
matriz extracelular aos filamentos de actina, através de um complexo de adeséo focal, formado a partir
de proteinas chave como FAK e paxilina. A regulacdo da polimerizacdo e despolimerizacdo do
citoesqueleto de actina é coordenada por proteinas da familia Rho GTPase. Racl e Cdc42 na porcao
anterior da célula regulando a formacéo de lamelipddios e filopodios respectivamente, enquanto Rho
regula a formagéo de fibras de estresse na parte posterior da célula.

1.4.4 Tipos de migracdo em ambiente 3D

Em ambiente 3D, o macréfago pode migrar utilizando dois modos distintos:
amebodide ou mesenquimal (FRIEDL; WOLF, 2010; HUTTENLOCHER; HORWITZ,
2011a; WIESNER et al., 2014). Esses modos de migracdo sdo determinados pelas
propriedades mecanicas, estruturais e bioquimicas da MEC. Em um ambiente com
matriz mais frouxa, como a de Colageno I, simulando o tecido conjuntivo, 0s
macréfagos assumem um modo de migracdo amebdide, apresentando morfologia
mais esférica, com pouca protusdo, e migram em uma velocidade alta (~ 0,7 um /
min). Esta migracdo depende da via Rho/ROCK, responsavel pela regulacdo da
actomiosina. JA4 em wum ambiente mais denso, como o formado por
Matrigel™ (derivada do sarcoma de camundongo Engelbreth-Holm-Swarm, composta
por laminina, entactina e colageno tipo IV, além de fatores de crescimento
proteoglicanos), que mimetiza a lamina basal, a célula assume um modo de migracao

mesenquimal. Neste, as células apresentam morfologia mais alongada e baixa
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velocidade de migracao (~ 0,2 um/min), uma vez que dependem da degradacao da
MEC por proteases (WIESNER et al., 2014).

Migracao Migracao
bidimensional tridimensional
ECM(3D) ‘

Ameboide ‘ ‘ Mesenquimal

Figura 4: Esquema dos modos de migracdo em ambiente 3D. A migracdo pode ocorrer em
ambientes bidimensionais, como em superficies de vasos sanguineos, ou tridimensionais. A migragao
das células nos tecidos requer uma regulacéo tridimensional. Em ambiente 3D, a célula pode migrar
do modo ameboide, quando se encontra em uma matriz de baixa densidade, ou mesenquimal, quando
se encontra em uma matriz densa (Adaptado de WIESNER et al., 2014).

Os podossomos sédo estruturas presentes em células como macréfagos, células
dendriticas e osteoclastos e envolvidas nos processos de adesdo, degradacdo da
matriz, migracao, juncdo célula-célula e fagocitose (SANTIAGO-MEDINA et al., 2015;
VAN DEN DRIES et al., 2019). Quando formados em ambiente 2D, possuem uma
arquitetura bem definida (WIESNER et al., 2014), composta por nucleo rico em F-
actina com proteinas associadas como Arp2 /3, cortactina e gelsolina, e uma estrutura
de anel em torno do nucleo, que contém proteinas de adesao, como vinculina e talina
(VAN DEN DRIES et al., 2019; WIESNER et al., 2014). Em contraste, os podossomos
em ambiente 3D ndo possuem uma arquitetura bem definida, mas apresentam um
acumulo de F-actina e marcadores classicos como vinculina, talina, gelsolina e
cortactina (WIESNER et al., 2014). Adicionalmente, os podossomos em ambiente 3D
sao formados apenas durante a migracdo mesenquimal e se concentram nas regioes
de protusdo da célula, sdo maiores e estdo presentes em menor numero que em
ambiente 2D (VAN GOETHEM et al., 2010).

Os podossomos estéo relacionados com a capacidade invasiva da célula, pois
sdo capazes de degradar matriz extracelular através de secrecdo de proteases.

Diversos tipos de proteases foram identificadas associadas a estas estruturas,
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incluindo metaloproteases de matriz (MMPs), catepsinas e o ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase (UPA) (VEROLLET et al., 2011; WIESNER et al.,
2014). As MMPs sao endopeptidases dependentes de zinco que pertencem a
superfamilia das metzincinas e estdo envolvidas no remodelamento tecidual em uma
variedade de processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a infiltracéo de células em
diferentes tecidos (VEROLLET et al., 2011). As catepsinas pertencem as familias da
cisteina proteases, sdo armazenadas em lisossomos, e sdo capazes de clivar diversos
substratos. Estas, quando liberadas em meio extracelular, participam do processo de
cicatrizacdo e no remodelamento da MEC (VEROLLET et al., 2011; WIESNER et al.,
2014). Entretanto, sua atividade em macrofagos é descrita na porcdo posterior da
célula, em contraste com a localizacdo dos podossomos que estdo na regidao de
protusdo (EVANS et al., 2003). Adicionalmente, ja foi demonstrado que inibidores de
proteases lisossomais ndo s&o capazes de inibir a degradacdo da gelatina por
podossomos, enquanto o inibidor geral de MMP leva a inibicdo da degradacédo da
matriz (VAN GOETHEM et al., 2010). O uPA é uma protease extracelular que ao se
ligar ao seu receptor uPAR funciona como um regulador da protedlise de MEC,
participando do remodelamento da matriz pericelular (VEROLLET et al., 2011;

WIESNER et al., 2014).

Migracao 2D Migracao 3D
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Figura 5: Esquema da organizacdo dos podossomos em ambiente 2D e 3D. Podossomos séo
estruturas relacionada a capacidade invasiva da célula, através da secrecdo de proteases capaz de
degradar a MEC. Essas estruturas podem ser formadas em ambiente 2D, onde estéo presente em toda
a célula e tem uma estrutura bem definida com nucleo rico em F-actina associada a proteinas
reguladoras como Arp 2/3, cortactina e gelsolina, cercado por um anel com proteina relacionadas a
adesdo como vinculina e talina. No ambiente 3D, sdo formados apenas na forma mesenquimal e se
concentram nas regides de protusdo. Neste ambiente, apresentam estrutura pouco definida, mas
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apresentam um acUmulo de F-actina e marcadores classicos como vinculina, talina, gelsolina e
cortactina (Adaptado de VEROLLET et al., 2011).

1.4.5 Migracao celular nainfec¢cdo por patégenos

Na leishmaniose, a relacdo da disseminacdo do parasito e a enfermidade é
particularmente estreita, entretanto poucos estudos avaliaram como a migracédo e
adesao celular estdo envolvidos nesse processo. Estudos anteriores demostraram
que patégenos sdo capazes de modular a adesdo e migracdo de macréfagos(DA
GAMA et al., 2004; VEROLLET; LE CABEC; MARIDONNEAU-PARINI, 2015). A
infeccdo por Toxoplasma gondii é capaz de inibir a adesdo em macréfagos aos
componentes da matriz de forma transitéria, causando uma reduc¢éo da velocidade de
migracdo destas células (DA GAMA et al., 2004). Estudos envolvendo a infeccao por
HIV-1, demonstram que esse patdgeno é capaz de modular a migracao de macréfagos
conforme o tipo de ambiente que se encontram. Em ambientes 2D, a infec¢ao por HIV
leva a reducdo da migracdo de macréfagos, enquanto que em ambiente 3D observa-
se gue, na forma ameboide, h& reducdo da migracdo, em contraste com o aumento
da migracdo destas células observado na migragdo mesenquimal (VEROLLET; LE
CABEC; MARIDONNEAU-PARINI, 2015). Com relacé@o a Leishmania, foi demostrado
que a infeccdo por Leishmania reduz a adesao de macrofagos e altera a funcao de
moléculas envolvidas em adeséo, como VLA-4, uma das moléculas relevantes para
a migracdo macrofagica nos tecidos e que compfem sinapses imunoldgicas
(CARVALHAL et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Adicionalmente, foi demostrado a
reducdo da migracdo de macrofagos apos a infeccdo por Leishmania em ambiente
bidimensional (BLEWETT; KADIVAR; SOULSBY, 1971; BRAY et al., 1983). Além
disso, trabalho publicado por Menezes e colaboradores (2016) mostrou que a infecgéo
por L. amazonensis reduz a migracao de macrofagos em ambiente bidimensional. Os
autores mostraram que ocorrem reducdo da formacgédo de complexos de adeséo
nessas células e que esse efeito independe da carga parasitaria no interior da célula
hospedeira, da expansao do vacuolo parasitoforo e de fatores sollveis liberados pelas
células infectadas, mas envolve a modulacdo da expressdo de paxilina e sua
fosforilacdo, além da fosforilagdo e atividade de FAK. Os autores mostraram ainda
que existe aumento na frequéncia de polimerizacao e turnover de filamentos de actina

da célula hospedeira apés a infec¢do por L. amazonensis (MENEZES et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

As doencgas causadas por Leishmania, as leishmanioses, podem apresentar
diferentes tipos de manifestacdes clinicas, desde lesbes localizadas na pele que
cicatrizam espontaneamente, ou que se espalham de forma disseminada, a forma
mucocutanea da doenca, além da leishmaniose visceral, forma mais grave que podem
levar a morte se néo tratada (ASHFORD, 2000; DESJEUX, 2004).

A Organizacdo Mundial de Saude classifica a leishmaniose como uma das mais
importantes doencas tropicais negligenciadas, pois afetam um numero elevado de
pessoas, chegando a milhdes de individuos em todo o mundo. A doenca é endémica
em quase todos os continentes, exceto Oceania, estimando-se que 12 milhdes de
individuos estejam infectados por Leishmania e que 350 milhdes de individuos corram
risco de serem infectados. Estima-se que a incidéncia anual de leishmaniose varie de
1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano, sendo que destes apenas 600.000 sao
oficialmente declarados (WHO, 2018)

Um dos mecanismos envolvidos na sobrevivéncia de Leishmania sp. no interior
de células do hospedeiro vertebrado e no estabelecimento de lesdes teciduais, esta
relacionado a disseminacao e homing de células contendo o parasito e antigenos do
parasito em tecidos do hospedeiro. Na leishmaniose, a relagdo entre disseminagao do
parasito e enfermidade é particularmente estreita, nesse contexto as areas de lesao
sao relacionadas a presenca do parasito no interior de células macrofagicas. Em
algumas formas da doenca tegumentar, as lesbes permanecem restritas a area focal
da pele, por vezes com evidente linfadenopatia regional; em outras ha disseminacéo
do parasito para multiplos focos da pele ou para mucosa. O quadro de disseminacao
da Leishmania nos casos de leishmaniose visceral parece ainda mais complexo:
provavelmente ha um transito pele-linfonodo-sangue e, em seguida, um
estabelecimento sequencial de células parasitadas em diferentes tecidos, como
demonstrado em camundongos e sugerido em estudos com cées naturalmente
infectados (DOS-SANTOS et al., 2004; REIS et al., 2006).

Os mecanismos envolvidos na disseminagdo da Leishmania no hospedeiro
vertebrado e sua relacdo com a migracdo de células hospedeiras infectadas séo
pouco entendidos e tém sido estudados principalmente em ambiente bidimensional.
Contudo, a migracdo transendotelial destas células e sua infiltracdo nos tecidos

envolvem uma regulacdo principalmente tridimensional (LEY et al., 2007). Deste
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modo, € necessario entender melhor os mecanismos celulares e moleculares
envolvidos na migragdo de fagocitos através da matriz extracelular. Estudos para
melhor entender o processo de adesdo e migracdo celular e sua relacdo com a
sobrevivéncia intracelular do parasito e disseminacdo da doenca sdo fundamentais
para a concepcdo de novas estratégias para terapéutica e prevencdo do

desenvolvimento de formas graves da leishmaniose.
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3 HIPOTESE

A infeccdo por Leishmania leva a reducdo da migracdo de macréfagos em

ambiente tridimensional.
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4 OBJETIVOS
4.1 GERAL

Avaliar a migracao de macréfagos infectados por Leishmania spp. em ambiente

tridimensional e os mecanismos envolvidos neste processo.
4.2 ESPECIFICOS

a. Padronizar as matrizes tridimensionais;

b. Avaliar a cinética de infeccdo por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum;

c. Avaliar a migracdo de macrofagos infectados por Leishmania spp. em matrizes
tridimensionais;

d. Avaliar a formacdo de complexos de adesdo em macréfagos infectados por
Leishmania spp.em ambiente tridimensional;

e. Avaliar a organizacdo dos filamentos de actina na migracdo de macrofagos
infectados por Leishmania spp. em ambiente tridimensional;

f. Avaliar o papel de proteases na migracdo de macréfagos infectados por

Leishmania em ambiente tridimensional.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) isogénicos da linhagem Balb/c
machos ou fémeas, com faixa etaria de 6 a 8 semanas e hamsters Golden Syrian,
macho ou fémea, com faixa etéria de 8 semanas, aprovados no protocolo do CEUA-
IGM (Comiss&o Etica no Uso de Animais) 014/2019. Estes animais foram mantidos no
Biotério do Instituto Goncgalo Moniz — IGM/FIOCRUZ — BA.

5.2 CULTIVO DE CELULAS L929

Células de linhagem fibroblastica tumorgénico de camundongos L929, foram
cultivadas para obtencdo de M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor), em
garrafas de cultura de 75 cm? contendo meio RPMI completo [RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (Gibco), 1% de glutamina (Sigma), 1%
de ciprofloxacino, 5% de bicarbonato de sddio (Sigma) e 2% de HEPES (Sigma)] em
estufa a 37 °C, com 5% de CO? e 95% de umidade. Em seguida, estas células foram
incubadas com 4 mL de Tripsina-EDTA a 0,05% (Gibco) durante 5 minutos, para que
soltassem da garrafa, e foram entdo centrifugadas a 300 Xg, por 10 min, a 4 °C.
Posteriormente, as células foram ressuspensas e plagueadas na concentracao de
5x10° em garrafas de 75 cm? com 20 mL de meio RPMI completo por 7 dias. Apds
este periodo, o sobrenadante contendo M-CSF foi coletado, centrifugado a 300 Xg,
por 10 min, a 4 °C, para remocao de células. Em seguida, foi filtrado em sistema de
filtracdo de 0,22 um, aliquotado e mantido a -20 °C, para posterior diferenciacdo das

células precursoras presentes na medula 6ssea em macrofagos.

5.3 CULTIVO DE LEISHMANIA E MANUTENCAO DAS CEPAS

Foram utilizadas trés espécies de Leishmania nos experimentos (Tabela 1). As
promastigotas foram mantidas em meio agar-sangue NNN (Novy-Nicolle-MacNeal)
com 5 mL de meio Schneider completo ou meio minimo essencial modificado
hemoflagelado médio (Meio HOMEM) em garrafa de cultura de 25cm? em estufa
B.O.D. a 24°C. Para o cultivo da forma promastigota da espécie L. amazonensis, foi
utilizado 5 mL de meio Schneider completo (Schneider’s Insect Medium contendo 10%

de Soro Bovino Fetal (SBF) (Gibco®(1) inativado e antibidtico gentamicina na
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concentracado de 50ug/m). O cultivo de L. braziliensis foi semelhante, com excec¢éo a
suplementacao do SBF, que para esta espécie foi utilizado 20% de SBF inativado. Ja
para o cultivo de L. infantum foi utilizado 5 mL de meio HOMEM completo,
suplementado com 10% de soro SBF e 24.5 mM hemina bovina (Sigma, Steinheim,
Germany). Todas as espécies foram mantidas em garrafas de cultura de 25 cm? em
estufa B.O.D. a 24°C. Para acompanhamento do crescimento das culturas, 0 nimero
de parasitos foi quantificado diariamente, utilizando a camara de Neubauer, até

atingirem a fase estacionaria, que serao utilizadas nos experimentos.

Tabela 1: Cepas de Leishmania utilizadas nos experimentos

Espécies Cepa
Leishmania amazonenses MHOM/Br88/Ba-125
Leishmania braziliensis MHOM/BR/01/BA788
Leishmania infantum MCAN/BR/89/BA262

Para manutencdo das cepas de L. amazonensis e L. braziliensis, foram
infectados camundongos C57BL/6 e BALB/c, respectivamente. As Leishmanias foram
inoculadas nos camundongos em uma das patas traseiras na regido planar, com
indculo de 5x10° promastigotas em fase estacionaria em um volume de 20 pL de
salina estéril. Cerca de 30 dias apdés a infeccdo, esses camundongos foram
eutanasiados e seus linfonodos drenantes foram removidos e macerados em meio
Schneider, permitindo a liberacdo das formas amastigotas do parasito. Ja para a
manutencdo de L. infantum, foram utilizados hamsters. Os hamsters foram infectados
por via intravenosa, com 1x108 promastigotas de L. infantum, no volume de 20 uL de
salina estéril. Apés 1 a 2 meses, 0s animais foram eutanasiados e as formas
amastigotas de Leishmania foram recuperadas a partir do baco e diferenciados em

promastigotas.

5.4 OBTENCAO DE MACROFAGOS DERIVADOS DE MEDULA OSSEA

Células precursoras de macrofagos, presentes na medula éssea, foram obtidas
a partir da lavagem da cavidade é6ssea do fémur e da tibia de camundongos da
linhagem Balb/c com meio RPMI completo [meio Roswell Park Memorial Institute 1640
suplementado com 25 mM de HEPES (Sigma), 2 g/L de bicarbonato de sddio (Sigma),
20% de SBF inativado (Gibco), 200 mM glutamina (Sigma) e 10 pg/mL de
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ciprofloxacina (Isofarma)] utilizando uma agulha 15 Gauge e centrifugadas a 300 Xg
por 5 min a 4°C. Apés a centrifugacdo, o sedimento celular foi ressuspendido e
desfeito utilizando agulha de 20-21 Gauge e as células foram mantidas em placas de
Petri 90 x 15 mm com meio RPMI completo em estufa a 37°C e 5% CO2 overnight.
Macroéfagos residentes da medula foram eliminados por adeséo a placa de Petri e as
células precursoras de macréfagos, presentes no sobrenadante da cultura foram
coletadas. O sobrenadante foi, em seguida, centrifugado e o pellet ressuspenso em
meio RPMI completo contendo 30% de sobrenadante de célula L929. No terceiro ou
quarto dia do cultivo, a cultura celular foi suplementada com meio RMPI contendo 30%
de sobrenadante de L929. Apés 7 dias de diferenciacdo os macréfagos de medula
0ssea BMM® (Bone marrow macrophages) aderidos foram recuperados por lavagem
da placa de cultura com solucdo de PBS contendo 1 mM de EDTA, centrifugados 1200
RPM, 10 min a 4°C, ressuspensos em meio RPMI completo e contados em camara
de Neubauer para realizacédo dos experimentos.

5.5CINETICA DE INFECCAO

Apés a diferenciagao, os BMM® foram plaqueados sobre laminulas em placas
de 24 pocos na concentracdo 2x10° por pogo. Ap6s 24 h corridas do plaqueamento,
foi realizada a infeccdo por L. amazonensis (na proporcdo 10:1) por 6h ou L.
braziliensis (na propor¢cdo 10:1) ou L. infantum (na propor¢cdo de 20:1) por 24h.
Decorrido os tempos de infeccéo, todos os pocos foram lavados com salina, sendo
qgue o tempo 0 h foi fixado utilizando paraformaldeido 4%, as demais placas foram
lavadas e reincubadas com meio RPMI completo, para posterior fixacdo apds os
tempos de 6, 12, 24 e 48 h. ApOs esses tempos, as placas foram fixadas e montadas
com DAPI para marcagdo do nucleo. Todos os grupos foram feitos em quadruplicata.
Por fim, foram contadas 400 células por grupo, em quadruplicata, em microscopio de
fluorescéncia para determinacéo do percentual de infeccdo e o niumero de parasitos

por célula.
5.6 PADRONIZACAO DAS MATRIZES

A matriz fibrilar de colageno tipo | foi preparada na concentragdo de 2 mg/mL
[Collagen | (Gibco, Ref: A10483-01) com 10% PBS tampéao fosfato salino 10X, 0,26 %
NaOH 1N e ddH20 (Farmace)], colocada sobre laminula e incubadas por 1-4 ha 37°C
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e 5% de COg permitindo assim sua polimerizacdo. ApGs esse periodo, foram
acrescentados 10° BMM® em 500ul de meio RPMI completo, infectados ou néo pelas
diferentes espécies de Leishmania. As matrizes com as células foram entdo incubadas
por adicionais 24 h permitindo a adesdo e migracdo das células a matriz, para
posterior fixagdo com PFA 4%.

A matriz densa utilizada para a execucao dos experimentos de degradacéo foi
preparada utilizando matrigel na concentracdo de 9 mg/mL (Corning, Ref: 356237),
Esta matriz é gerada a partir de sarcoma de camundongo Engelbreth-Holm-Swarm,
com composi¢cdo formada principalmente por colageno IV, entactina e laminina,
proteoglicanos e fatores de crescimento, acrescida de 10% de gelatina-FITC
(Invitrogen, Ref: G13186). Esta matriz foi colocada em placa de 96 pocos e deixadas
polimerizar por 1 h em estufa a 37°C e 5% de CO2, apds a polimerizacdo foram
acrescentados 5x10* BMM® em 100uL de RPMI completo, infectados ou ndo pelas
diferentes espécies de Leishmania. As matrizes foram entdo incubadas por 48 h
adicionais, permitindo assim a migracdo e infiltracdo das células na matriz, para

posterior fixacao.

5.7 AVALIACAO DA MIGRACAO DE MACROFAGOS INFECTADOS POR
LEISHMANIA EM AMBIENTE TRIDIMENSIONAL

Apés os sete dias de diferenciacdo, os macrofagos foram infectados com as trés
espécies de Leishmania, conforme a cinética ja descrita anteriormente. As células
foram cuidadosamente misturadas na matriz de colageno | ainda fluida, na
concentragdo de 5x10% por poco, e colocadas em placa de 96 pocos para
polimerizagdo da matriz. Em seguida, as matrizes foram incubadas por 24 ou 48 h a
37°C, 5% de CO2, para posterior analise. A analise da migracéo foi realizada em
equipamento high-content analysis system, do modelo Operetta (PerkinElmer). Foram
feitas avaliacdes em time-lapse, com uma foto a cada 2 minutos por um periodo de
1h, permitindo assim a determinacdo da velocidade de migracdo e trajetoria das

células.

5.8 AVALIACAO DA FORMACAO DE COMPLEXOS DE ADESAO E
POLIMERIZACAO DE ACTINA EM MACROFAGOS INFECTADOS POR
LEISHMANIA EM AMBIENTE TRIDIMENSIONAL
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Para avaliar a formacdo de complexos de adeséo e a dinamica de actina, as
matrizes fixadas contendo macréfagos infectados ou ndo pelas diferentes espécies de
Leishmania foram lavadas com PBS 1x e fixadas por PFA 4% por 15 min. Em seguida,
foram lavadas cinco vezes com PBS 1x (pH 7,4), incubadas com solucdo de NH4Cl
[15 mM] por 15 mim, e incubadas com solugéo pré-bloqueio (2% de soro bovino
albumina [BSA] em Glicina 1%) por 20 min. As células foram entdo permeabilizadas
com TRITON — X 100 0,5% durante 15 min. Apds a permeabilizacdo da membrana
celular, foi realizado o bloqueio de ligacfes inespecificas com (1% de soro bovino
albumina [BSA] em PBS) por 15 min. Apos esse periodo, as células foram incubadas
com os anticorpos primarios conforme descrito na tabela, diluidos em PBS 1% BSA,
por 1h a temperatura ambiente. Como controle negativo da reacdo, um grupo de
células foi incubado com IgG de coelho (10,0 mg/mL) em substituicdo ao anticorpo
primario. Posteriormente, as células foram lavadas cinco vezes com PBS 1x e
incubadas com anticorpos secundarios anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo
Alexa Fluor 594 (0,02ug/uL) (Invitrogen, Ref: A11011) ou anti-IgG de rato conjugado
ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (0,02ug/uL) (Invitrogen, Ref: A32723), ambos na
proporcao de 1:500 diluidos em PBS 0,3% BSA por 45 min. A marcacgéo com faloidina
Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat: A12379) na proporgéao 1:1200, por 45 min. Por fim,
as ceélulas foram lavadas cinco vezes com PBS 1x e as matrizes foram entdo
montadas utilizando o kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931) para marcacao
nuclear. As imagens foram adquiridas em microscopio confocal espectral, modelo
TCS SP8 da Leica, utilizando a ferramenta de Z-stack, com cortes de 0,3 ym. As
quantificacdes digitais de fluorescéncia foram realizadas utilizando o software ImageJ.
Para isso, selecionamos as células individualmente utilizando a ferramenta de
desenho/selecéo e, em seguida, na barra de configuracdes, selecionamos a opg¢éo
para definir os parametros “Set measurements”. Selecionamos as opcdes de: Area,
Min e Max gray value, integrated density e mean gray value. Em seguida, utilizando
os valores encontrados, calculamos a fluorescéncia celular total corrigida (CTCF)
através da formula, CTCF = densidade integrada - (area da célula selecionada X
fluorescéncia média das leituras de fundo). Por fim, foi feita a quantificacdo da
florescéncia de aproximadamente 30 células por grupo. Paralelamente, foram feitas
analises no high-content analysis system, do modelo Operetta (PerkinElmer),

quantificando a intensidade média de fluorescéncia por poco.
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Tabela 2: Anticorpos utilizados nos experimentos

Anticorpos Marca Diluigao Ref
anti-FAK (pTyr397) Invitrogen 1:500 RC222574
anti-paxilina (pTyr118) Invitrogen 1:100 QF221230
Anti-Racl BD 1:100 610650
Anti-Cdc42 Invitrogen 1:200 PA1-092X
Anti-RhoA Invitrogen 1:200 OSR00266W
Anti-Gelsolina Sigma 1:200 T3287

5.9 AVALIACAO DO PAPEL DE PROTEASES EM MACROFAGOS INFECTADOS
POR LEISHMANIA

Para avaliar o papel de proteases na migracdo de BMM® infectados ou nao
pelas diferentes espécies de Leishmania, foi realizado um ensaio de degradacgéo de
matriz. Inicialmente, as células foram adicionadas no topo das matrizes
tridimensionais fluorescentes, constituidas por matrigel fluorescente, preparadas
como descrito anteriormente. Em seguida, as matrizes contendo macréfagos
infectados ou ndo foram incubadas por adicionais 48h a 37 °C e 5% de CO2. Apés este
periodo, as matrizes foram lavadas e fixadas com PFA 4%, por 15 min. As imagens
foram obtidas por um microscopio invertido de florescéncia Leica modelo DMi8 e a
quantificacdo das areas degradadas foi realizada por software Image J. Utilizando a
ferramenta de desenho/selecdo, contornamos todo o halo ao redor da célula formado
pela degradacéo da matriz fluorescente e entéo, utilizando as ferramentas ja descritas,

no ImageJ, calculamos a area e a intensidade de fluorescéncia.

Figura 6: Representacdo da quantificacdo da area de degradagdo na matriz. Para selecionar a
area de degradacdo utilizamos a ferramenta de desenho/selgdo no ImageJ e delimitamos a éarea
conforme representado pelo contorno vermelho na imagem. Em amarelo, observamos o delineamento
da superficie do macro6fago.
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5.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram repetidos trés vezes. A analise dos dados foi
realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8. Os dados foram submetidos ao
teste de normalidade, D’Agostino, Kolmogorov-Smirnov e ShapiroWilk para
determinacdo do uso de testes paramétricos ou ndo paramétricos. Para dados
paramétricos foram utilizados o teste ANOVA (ndo pareado), enquanto, para 0s hao
paramétricos foram utilizados o teste Kruskal-Wallis (ndo pareado). Os dados
paramétricos foram representados por graficos de dispersdo com barra, representado
os valores de média, desvio padrdo e os valores individuais. JA os dados nao
paramétricos foram representados com graficos de violino, com intuito de mostrar a
distribuicdo dos valores, além de visualizar a mediana e intervalos interquartil. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor de p <
0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 CINETICA DE INFECCAO POR LEISHMANIAS EM BMM®

Com o intuito de igualar o percentual de infeccdo de macréfagos das espécies
de Leishmania avaliadas, realizamos ensaios de cinética de infecgdo utilizando
diferentes proporcdes Leishmania por macréfago para as diferentes espécies. Os
resultados mostram um percentual equivalente de infec¢cdo entre macréfagos
infectados por L. amazonensis (10:1), L. braziliensis (10:1) ou L. infantum (20:1) no
tempo de 0 h. Resultado semelhante também foi observado para o numero de
Leishmania por macrofagos (Figura 7). Deste modo, utilizamos esse perfil de infeccéo

para a realizacdo dos demais experimentos.
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Figura 7: Avaliagdo da cinética de infeccdo de macréfagos infectados por L. amazonensis, L.
braziliensis ou L. infantum. Macréfagos (2x10%poco) foram infectados por L. amazonensis, L.
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braziliensis ou L. infantum na proporgao de 10:1 e 20:1, respectivamente. Um total de 400 células foram
avaliadas randomicamente por microscopia de fluorescéncia através da marcacéo nuclear por DAPI.
(A) Percentual de macrofagos infectados por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum ao longo
dos tempos de 0, 6, 12 e 24 h. (B) Média de amastigota de L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum
por macréfago, ao longo dos tempos de 0, 6, 12 e 24 h. *** p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo
de 3 experimentos.

6.2 PADRONIZACAO DAS MATRIZES TRIDIMENSIONAIS

Para realizacdo dos experimentos, foi necessério a padronizacado das matrizes
tridimensionais. Deste modo, foram preparadas uma matriz fibrilar de colageno | na
concentracdo de 2 mg/mL e uma matrigel, na concentracdo de 9 mg/mL,. As
micrografias mostram a estrutura das matrizes bem definida. A matriz fibrilar de
coldgeno | apresentou malha organizada menos densa, com maior espaco entre as
fibras de colageno, enquanto a matrigel apresentou uma organizacao estrutural mais

densa e sem lacunas entre as fibras (Figura 8).
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Figura 8: Estrutura das matrizes tridimensionais de colageno | e matrigel. (A) Estrutura da matriz
de colageno I. Fibras encontram-se distribuidas de forma mais frouxa com lacunas entre as fibras de
colageno. (B) Estrutura da matrigel. Observa-se uma estrutura mais densa com componentes da matriz
menores e mais sobrepostos em relagdo a matriz fibrilar de colageno I. Analise realizada em
Microscépio Eletrénico de Varredura Jeol 6390. As setas em vermelho indicam os macrofagos
embebidos nas matrizes tridimensionais.

6.3 MIGRAGCAO DE MACROFAGOS INFECTADOS POR LEISHMANIAS EM
AMBIENTE TRIDIMENSIONAL

Para avaliar a migracdo de macréfagos infectados ou ndo por Leishmania,
foram realizados ensaios de migracao utilizando equipamento high-content analysis
system. Os resultados demonstraram uma reducdo na velocidade de migragcao de
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macrofagos apos a infeccado por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum, em

relacdo ao grupo controle nédo infectado, nos tempos de 24 ou 48 horas (Figuras 9).
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Figura 9: Avaliacédo da velocidade de migracdo de macrd6fagos ap0Os a infeccéo por diferentes
espécies de Leishmania. Macréfagos (5x10%/pogo) foram infectados por L. amazonensis, L.
braziliensis ou L. infantum e posteriormente embebidos em matriz de colageno | por 24 ou 48h. A
velocidade de migracao foi calculada a partir da trajetoria das células em time-lapse com uma foto a
cada dois min por um periodo total de 1 h. (A) Andlise da velocidade de migragdo apés 24 h de infeccao.
(B) Analise da velocidade de migragéo apos 48 h de infec¢éo. ***, p<0,001 (kruskal wallis). Resultado
representativo de trés experimentos.

6.4 FORMACAO DOS COMPLEXOS DE ADESAO EM MACROFAGOS
INFECTADOS POR LEISHMANIA EM AMBIENTE TRIDIMENSIONAL

Estudos da literatura mostraram que o aumento da sinalizagdo de FAK promove
a motilidade celular, ao passo que sua inibicdo leva a defeitos no processo de
migracdo (MITRA; HANSON; SCHLAEPFER, 2005; YANO et al., 2004). Deste modo,
para investigar os mecanismos associados a migragao, foi avaliada a formacgéao de
complexos de adesdo em macréfagos infectados por Leishmania, a partir da

marcacao de FAK e paxilina fosforiladas. Nossos resultados mostram que a infec¢ao
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por L. amazonensis, L. braziliensis e L.infantum levam a reducédo da expresséo de

FAK e paxilina apos 24 horas de infeccéo.
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Figura 10 — Formacao do complexo de adesdo em macrofagos apos infec¢do por Leishmania
em ambiente tridimensional. Macréfagos (2x10°% ou 5x10%) embebidos em matriz de colageno I,
infectados ou néo por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum foram marcados com anticorpo
anti-FAK e anti-paxilina fosforiladas. (A) Expresséo da intensidade de fluorescéncia para p-FAK através
de microscopia confocal Leica SP8 (B) Expressao da intensidade média de fluorescéncia por pogo para
p-paxilina através do high-content analysis system (Operetta). (C) Expressdo da intensidade média de
fluorescéncia por poco para p-FAK através do high-content analysis system (Operetta). 25 a 30 células
por grupo foram quantificadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-FAK fosforilada; azul, DAPI,
escala de cinza, DIC. *** p<0,001 (Kruskal- Wallis; ANOVA). Resultado representativo de 3
experimentos.

6.5 AVALIAC;AO DA POLIMERIZAQAO DE FILAMENTOS DE ACTINA EM
MACROFAGOS INFECTADOS POR LEISHMANIA EM AMBIENTE
TRIDIMENSIONAL

Com o intuito de entender os mecanismos relacionados a dinamica do
citoesqueleto de actina durante o processo de migracao de macrofagos, realizamos
imunomarcacao para as proteinas RhoA, Racl, Cdc42 e gelsolina além de marcacao
com faloidina fluorescente.

Nossos resultados mostraram um aumento da marcacdo para faloidina em
células infectadas por L. amazonensis. Adicionalmente, mostramos um aumento da
expressdo de Racl em células infectadas por L. braziliensis e L. infantum, associada
a uma reducado da expressdo de Cdc42 em células infectadas por L. braziliensis e L.

infantum, e aumento da expressdo desta proteina naquelas infectadas por L.
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amazonensis. Mostramos ainda uma reducao da expressédo de RhoA e gelsolina em

macrofagos infectados por L. amazonensis e L. braziliensis (Figura 11).
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Figura 11 - Organizacdo do citoesqueleto de actina em macrofagos apods infeccdo por
Leishmania em ambiente tridimensional. Macréfagos (2x106) embebidos em matriz de colageno |,
infectados ou ndo por L. amazonensis , L. braziliensis ou L. infantum foram marcados com anticorpo
anti-Racl, anti-RhoA, anti-cdc42 e faloidina para avaliacdo da dindmica da actina. (A) Expresséo da
intensidade de fluorescéncia para faloidina (verde). (B) Expresséao da intensidade de fluorescéncia para
anti-Racl (verde). (C) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 (vermelho). (D)
Expressao da intensidade de fluorescéncia para anti-RhoA (vermelho). (E) Expressédo da intensidade
de fluorescéncia para anti-gelsolina (verde). As fotos foram feitas em microscépio confocal Leica SP8.
A intensidade de fluorescéncia das marcag8es foi quantificada através da média de 25 a 30 células
para cada grupo utilizando o software FIJI. Azul, DAPI; Escala de cinza, DIC. *** p<0,001 (Kruskal-
Walllis). Resultados representativos de 1 experimentos.
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6.6 DEGRADACAO DE MATRIZ EXTRACELULAR POR MACROFAGOS
INFECTADOS POR LEISHMANIAS EM AMBIENTE TRIDIMENSIONAL

Por fim, partimos para avaliar a migracdo mesenquimal de macréfagos
infectados por Leishmania em ambiente tridimensional. Neste tipo de migracao, a
célula secreta proteases que degradam a matriz, favorecendo a sua migracdo (VAN
GOETHEM et al.,, 2010). A anélise da degradacdo da matrigel por macréfagos
infectados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum mostrou que nao houve
diferenca entre a area de degradacao de matriz apds a infeccdo, sugerindo que as
trés espécies de Leishmania estudadas ndo alteram a secrecdo de proteases pelo

macréfago.
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Figura 12 — Avaliagdo da degradagcdo de matriz densa por macrofagos apés infecgcédo por
Leishmania em ambiente tridimensional. Macréfagos infectados ou ndo por L. amazonensis, L.
braziliensis ou L. infantum foram adicionados ao topo de matrigel fluorescente (9mg/mL) por 48h. (A)
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Macrofagos infectados ou ndo, embebidos em matrizes densas (matrigel). (B) Quantificacdo das areas
de degradacao da matrigel 48h apés a infeccdo. A visualizacdo das areas degradas dos respectivos
grupos foi feita por microscopia éptica de fluorescéncia. Foram quantificados 25 a 30 células para cada
grupo utilizando o software Fiji. A andlise ndo mostrou diferenca significativa na degradacao entre os
grupos avaliados. ***, p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos.
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7 DISCUSSAO

Na leishmaniose, a relacdo entre disseminacdo do parasito e doenca €
particularmente estreita. Nesse contexto, as areas de lesdo estdo associadas a
presenca do parasito livre ou dentro de fagécitos como macréfagos. Na LC, as lesdes
permanecem restritas ao local da inoculag&o inicial do parasito, podendo, em alguns
casos, disseminar para outros locais do corpo. Na leishmaniose visceral, o parasito
dissemina a partir do locar da picada para érgaos internos como baco, figado e medula
0ssea (DOS-SANTOS et al., 2004; REIS et al., 2006). Entretanto, o mecanismo pelo
qual o parasito dissemina no hospedeiro vertebrado e o papel das células infectadas
neste processo permanece pouco explorado. Assim, neste estudo, avaliamos a
migracdo de macrofagos murinos em ambiente tridimensional apés a infeccao por
diferentes espécies de Leishmania, capazes de provocar diferentes formas clinicas.

Inicialmente, demonstramos por meio do ensaio de migracdo em matriz de
coldgeno |, que a infeccdo por Leishmania spp. leva a reducdo da velocidade de
migracdo de macréfagos em ambiente tridimensional (Fig 9). Trabalhos anteriores
mostraram que patdégenos sao capazes de modular a migracdo da célula hospedeira.
Da Gama e colaboradores (2004) mostraram que a infeccdo por Toxoplasma gondii
€ capaz de inibir a adesdo em macr6fagos aos componentes da matriz extracelular de
forma transitoria, causando uma reducédo da velocidade de migracdo destas células
(DA GAMA et al., 2004). Em relagdo a Leishmania, dados na literatura demostraram
gue a infeccdo de macrofagos por L.amazonensis, reduz a capacidade de adesao
celular a diferentes substratos como colageno, laminina e fibronectina (CARVALHAL
et al., 2004; PINHEIRO et al., 2006). Estudos mostram ainda que a infecgéo por
Leishmania leva a reducdo da migracdo de macrofagos em ambiente bidimensional
(BLEWETT; KADIVAR; SOULSBY, 1971; BRAY et al., 1983; DE MENEZES et al.,
2016).

Apesar da maioria dos estudos da literatura avaliarem a migracado em ambiente
bidimensional, a infiltracdo da célula nos tecidos ocorre em ambiente tridimensional
(LEY et al., 2007). Nesse ambiente, a célula é capaz de migrar de formas diferentes,
a depender da densidade da matriz extracelular na qual ela se encontra. Na matriz
menos densa, como a de colageno I, a célula assume o tipo de migragdo amebdide,
ao passo que em matriz densa a ceélula migra de forma mesenquimal (WIESNER et

al., 2014). Estudos na literatura jA demonstraram que patdogenos sdo capazes de
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modular de forma diferente os tipos de migracao. A infec¢cdo de macréfagos por HIV-
1, por exemplo, leva a redugéo da migracdo em ambiente 2D e 3D na forma amebodide,
entretanto induz o aumento da migracdo mesenquimal nestas células (VEROLLET;
LE CABEC; MARIDONNEAU-PARINI, 2015).

Semelhante ao observado em ambiente bidimensional por Menezes e
colaboradores (2016), este trabalho mostra uma reducdo da migracdo amebdide de
macréfagos infectados por L. amazonensis associada a uma reducdo da expressao
de FAK e paxilina em ambiente tridimensional (Fig 10). A fosforilacdo de FAK possui
papel fundamental na adesdo celular, pois sua ativacdo leva a fosforilagdo e,
consequentemente, ativacdo de paxilina, proteina chave na adesao e migracao celular
(SCHALLER; PARSONS, 1995). Em estudos utilizando fibroblastos embriénicos de
camundongos mutante para FAK, ao qual a paxilina ndo consegue se ligar, foi possivel
observar a perda da localizagéo e fosforilagdo de FAK nos pontos de adesao focal,
resultando na alteracdo da dindmica de migracédo e na inibicdo da adesao celular
(DERAMAUDT, 2014). Em estudo envolvendo T. cruzi, foi observado que este
patdgeno € capaz de aumentar a ativacdo de FAK, aumentando assim o quadro de
cardiomiopatia e sugerindo um aumento da disseminagéao da doenga (Melo, 2019).
Em estudo recente, Menezes e colaboradores (2016) mostraram ndo apenas uma
reducdo da migracdo de macréfagos em ambiente bidimensional apés a infec¢ao por
L. amazonensis, mas também que esta reducao independe da carga parasitaria no
interior da célula hospedeira, da expansdo do vacuolo parasitéforo e de fatores
soluveis liberados pelas células infectadas, mas envolve a reducdo da formacéo dos
complexos de adesdo e alteracdo da dindmica de actina nestas células. O
citoesqueleto de actina ira desempenhar um papel fundamental durante o processo
migratorio, sendo a familia Rho-GTPase essencial nessa dinamica (RIDLEY; HALL,
1992). Ja foi demonstrado que a inibicdo de Rho GTPases provoca deficiéncia na
migracéo celular (SANDER et al., 1999). Cdc42 e Racl induzem a polimerizacdo de
actina pelo complexo Arp2/3 atraves da ligacao e ativacao de suas proteinas efetoras,
N-WASP e WAVE-2, respectivamente (SPIERING; HODGSON, 2011).
Adicionalmente, macréfagos nocautes para Racl, perdem a capacidade invasiva em
ambientes de matriz densa como matrigel (WHEELER et al., 2006). Assim, para
avaliar o efeito da infeccdo na dindmica de macrofagos e seu possivel envolvimento
na modulacdo da migragédo observada em ambiente tridimensional, analisamos n&o

apenas a marcacao de F-actina por faloidina, mas também a expressao de moléculas
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envolvidas na dindmica destes filamentos como Racl, Cdc42, RhoA e gelsolina.
Nossos resultados mostram um aumento da expressdo de Racl apds a infec¢ao por
L. braziliensis e L. infantum, ao passo que a infeccdo por L. amazonensis leva ao
aumento da expressao de Cdc42. Estes dados sugerem que a infeccdo por diferentes
espécies de Leishmania pode levar ao aumento da dinamica de actina e protusao na
borda anterior da célula, de forma similar ao que foi observado para migracdo de
macrofagos infectados em ambiente bidimensional (Menezes et al., 2014).

Além de Racl e Cdc42, RhoA também é essencial para o processo de migracao
celular. Esta proteina é responsavel pela formacao de fibras de stress no corpo celular
e porcao posterior da célula (RIDLEY; HALL, 1992). Sua atividade est& relacionada
com a diminuicdo de protusdo (NOBES; HALL, 1999; ROTTNER; HALL; SMALL,
1999). Adicionalmente, a ativacdo de ROCK por RhoA é capaz de bloquear a
polimerizacdo de actina (ZEBDA et al., 2000). Nossos resultados mostram uma
reducado da expressao de RhoA apds a infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis,
sugerindo que essas espécies de Leishmania suprimem a atividade de RhoA,
favorecendo a formacdo de protusdes na célula infectada. Adicionalmente, neste
trabalho, avaliamos também a expressao de gelsolina, uma das proteinas de ligacao
a actina que induz a quebra da F-actina (KHAITLINA; FITZ; HINSSEN, 2013;
MCGOUGH et al., 2003; SILACCI et al., 2004). Dados na literatura jA demostraram
que a proteina YopO de Yersinia é capaz de fosforilar gelsolina permitindo a ligacao
e separacdo da actina, contribuindo assim para a reducédo da actina filamentosa e
alteracdo da dinamica da actina em células fagociticas (SINGARAVELU et al., 2017).
Neste trabalho, observamos uma reducdo na expressao de gelsolina em macréfagos
infectados por L. amazonensis e L. braziliensis, sugerindo uma maior formacéo de
actina filamentosa nestas células. Os dados da avaliacdo da expressao de moléculas
envolvidas na organizacgéo de filamentos de actina sugerem um aumento da dindmica
de actina nas regifes dos lamelipodios ou filopddios, apds a infec¢do pelas espécies
de Leishmania estudadas, em ambiente tridimensional, como observado por Menezes
e colaboradores (2016). Entretanto, € necessario repetir estes experimentos, visto que
a polimerizacéo de actina ocorre de forma extremamente dinadmica na célula e envolve
diversos mecanismos bioguimicos e de sinalizagao.

A migracao mesenquinal, assim como a ameboide, é fundamental para migracao
das células nos tecidos, permitindo que as células atravessem, por exemplo, a

membrana basal (VAN GOETHEM et al., 2010). Em uma matriz mais densa, como a
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matrigel, o macréfago assume uma migracdo mesenquimal, dependente da secrecao
de proteases e consequente degradagdo da matriz extracelular (WIESNER, 2014).
Esta degradacdo envolve principalmente a acdo de metaloproteases de matriz
(MMPs), catepsinas e o UPA (VEROLLET et al., 2011). Para avaliar o processo de
migracdo mesenquimal em macrofagos infectados por diferentes espécies de
Leishmania, nés quantificamos a area de degradacdo de matriz ao redor de
macréfagos infectados por Leishmania spp.. Os nossos resultados mostram que a
infecgao por L. amazonensis, L. braziliensis e L. infantum n&o altera a secrecéo de
proteases por estas células, sugerindo que Leishmania ndo modula a migracéo
mesenquimal de macrofagos murinos. Embora dados na literatura demonstrem que a
infeccdo por Leishmania estimula a producdo de MMPs em macro6fagos infectados no
hospedeiro levando a degradacdo de matriz, o que promove a disseminacdo do
parasito (LIARTE et al., 2001). Além disso, o papel das MMPs ja foi associado ao
desenvolvimento de leishmaniose visceral em cdes e humanos (MACHADO et al.,
2010), inclusive os niveis de MMPs no soro ou tecido tem sido considerados
imunomarcadores para monitorar 0 sucesso de terapias e prever resultados clinicos
favoraveis na leishmaniose visceral (DE OLIVEIRA et al., 2013), sendo também
associada como marcador para desenvolvimento de leishmaniose mucocutanea
(MARETTI-MIRA et al., 2011). J& foi associado altos niveis de MMP-9 apdés infeccao
por Leishmania estando associada a digestao extracelular de componentes da matriz
e regulacdo da permeabilidade microvascular na resposta inflamatéria (CAMPOS et
al., 2014; MARETTI-MIRA, A. C. et al., 2011; MARETTI-MIRA et al., 2011). Ja em
relacdo a MMP-2 foram relatados baixos niveis apos a infeccdo por Leishmania
(MACHADO et al., 2010; MARETTI-MIRA et al., 2011). Desta forma, ha necessidade
de mais estudos para avaliar melhor a relacéo entre a area de degradacdo de matriz
pelos macrofagos infectados com os niveis de expressées de MMPs apos a infecgcao
por diferentes espécies de Leishmania.

Este é o primeiro estudo, do nosso conhecimento, que avalia a migragédo de
macrofagos murinos infectados por Leishmania em ambiente tridimensional. Em
conjunto, 0s nossos resultados sugerem que a infec¢ao por Leishmania, seja por uma
espécie associada a LC ou LV, leva a reducdo da migracdo de macréfagos. Esses
dados sugerem um possivel papel para estas células no local da picada e no
desenvolvimento e manutencao da lesdo, mas ndo diretamente na disseminacao do

parasito no hospedeiro vertebrado. Entretanto, estudos complementares sao
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necessarios, inclusive para avaliar a migracdo de outros tipos celulares, para
compreender melhor o processo de disseminacdo da Leishmania no hospedeiro

vertebrado.
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8 CONCLUSAO

A infeccéo por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. infantum leva a reducéo da
migracdo amebodide de macréfagos murinos em ambiente tridimensional. Esta
reducdo da migracdo esta associada a alteracdo da dinamica de actina e reducao

formacgéo de complexos de adeséo nestas células.
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9 PERSPECTIVAS

a)

b)

Avaliar a migracdo de macrofagos infectados por Leishmania spp. em matriz

densa;

Avaliar a formacéo de podossomos em macrofagos infectados por Leishmania

spp. em ambiente tridimensional;

Avaliar a expressdo de MMPs em macrofagos infectados por Leishmania spp

em ambiente tridimensional.
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