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RESUMO

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio que vive e se multiplica
dentro dos vacuolos parasitéforos em macrofagos no hospedeiro vertebrado.
Apesar dos vacuolos induzidos por diferentes espécies de Leishmania
apresentarem semelhangas bioquimicas, esses compartimentos apresentam
diferengas significativas nos seus tamanhos. Os vacuolos parasitéforos
induzidos por Leishmania mexicana e Leishmania amazonensis apresentam
grandes dimensdes e contém uma grande quantidade de amastigotas,
enquanto que os induzidos por Leishmania major e Leishmania donovani sao
pequenos € com pouco espago ao redor das amastigotas. Estudos recentes
demonstraram que compartimentos induzidos por microrganismos
intracelulares sado capazes de interagir com a via autofagica e esta pode
controlar ou promover o estabelecimento da infeccdo a depender da natureza
do microrganismo. Até o momento, poucos estudos foram realizados para
avaliar o papel da autofagia na biogénese e maturagdo dos vacuolos
parasitéforos induzidos por Leishmania. Recentemente, foi demonstrado que
em macrofagos de camundongos BALB/c, a inducado de autofagia provoca
um aumento na carga parasitaria de L. amazonensis, no entanto, nédo é
capaz de aumentar a carga parasitaria de L. major. Além disso, estudos
indicam que vacuolos parasitoforos de L. mexicana adquirem
macromoléculas do citoplasma da célula hospedeira por meio de
microautofagia. Uma vez que L. amazonensis integra 0 mesmo complexo que
L. mexicana, nossa hipotese € que vacuolos parasitéforos induzidos por L.
amazonensis interagem com a via autofagica.Assim, o presente estudo tem
como objetivo verificar e comparar a participagao da autofagia na infecgao
por L. amazonensis ou L. major em macréfagos murinos. Para este fim,
avaliamos quanto a caracteristicas autofagicas, os vacuolos parasitoforos
induzidos por L. amazonensis ou L. major em macrofagos de camundongo
CBA e analisamos a influéncia da superexpressdao de LC3 sobre a
sobrevivéncia de L. amazonensis ou L. major em macrofagos infectados.
Inicialmente, macréfagos de camundongos CBA foram infectados com L.
amazonensis ou L. major e incubados com LysoTracker, marcador de
compartimentos lisossomais, ou DQ-BSA, marcador de compartimentos
degradativos. Além disso, foi avaliada a presengca de LAMP, proteina
lisossomal, e LC3, proteina especifica de autofagossomo, na membrana
destes vacuolos. Em seguida, a co-localizagdo dos parasitos com os
vacuolos parasitoforos contendo estes marcadores foi quantificada. Nossos
resultados demostraram um maior percentual de co-localizagdo tanto do
LysoTracker como doDQ-BSAcom parasitos em vacuolos no interior de
macrofagos infectados com L. major em comparagao com aqueles infectados



com L. amazonensis.No entanto, nao houve diferenga no percentual de co-
localizagdo de LAMP com L. major ou L. amazonensis e foi observado um
maior percentual de co-localizagcdo do LC3 com parasitos em macréfagos
infectados com L. amazonensis em comparacao com aqueles infectados com
L. major. Posteriormente, avaliamos o efeito da superexpressdo da LC3 na
infeccao por L. amazonensis ou L. major. Células de linhagem macrofagica
RAW foram transfectadas com o plasmideo contendo a sequéncia codificante
para a LC3 e infectadas com L. amazonensis ou L. major. N6és observamos
uma reducgaono percentual de infecgdo por L. amazonensis e L. major nas
células RAW-pmRFP-LC3 em comparagao as controle. Essa diminuicao na
infeccao se deu por inibigado da fagocitose de L. amazonensis e L. major pois
0s parasitos continuam a interagir com a membrana das células RAW-
pmRFP-LC3, mas ndo s&o internalizadas. Em conjunto, estes dados
demonstram que os vacuolos parasitéforos de L. amazonensis e L. major
interagem com compartimentos da via autofagica de forma distinta e que a
superexpressao de LC3 reduz a fagocitose de L. amazonensis e L. major por
células RAW, o que resulta na redugao da infecgao.

Palavras-chave: Leishmania, vacuolo parasitéforo, macréfago, autofagia, LC3
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ABSTRACT

Leishmania is an intracellular parasite that lives and multiplies within
parasitophorous vacuoles in macrophages in the vertebrate host. Despite the
fact that vacuoles induced by different species of Leishmania present
biochemical similarities, these compartments have significant differences in
their sizes and composition. The parasitophorous vacuoles induced by
Leishmania mexicana and Leishmania amazonensis are large and contain a
large number of amastigotes, while vacuoles induced by Leishmania major
and Leishmania donovani are small and tight. Recent studies have
demonstrated that depending on the type of intracellular microorganism, the
induced compartments can interact with the autophagic pathway and control
or promote the establishment of infection. To date, few studies have been
conducted to evaluate the role autophagic process plays in the biogenesis
and maturation of parasitophorous vacuoles induced by Leishmania.
Recently, it has been demonstrated that in macrophages of BALB/c mice, the
induction of autophagic causes an increase in parasitic load of L.
amazonensis, but not L. major. Furthermore, other studies indicate that L.
mexicana-induced parasitophorous vacuoles acquire macromolecules from
the cytoplasm of the host cell through microautophagy. Once L. amazonensis
belongs to the same complex that L. mexicana, our hypothesis is that L.
amazonensis-induced parasitophorous vacuoles interact with the autophagic
pathway. Thus, the present study aims to evaluate and compare the role
autophagic process plays in Leishmania infection. We evaluated L.
amazonensis- or L. major-induced parasitophorous vacuoles regarding their
autophagic characteristics and we analyzed the influence of the
overexpression of LC3 on the survival of parasites in infected macrophages.
Initially, macrophages of CBA mice were infected with L. amazonensis or L.
major and incubated with a marker of lysosomal compartments, LysoTracker,
or a marker of degrading compartments, DQ-BSA. In addition, we evaluated
the presence of the lysosomal membrane protein, LAMP-1, and a protein
specific of autophagossomes, LC3 in the membrane of these vacuoles. Then,
the colocalization of parasites with the marker labeled-compartments was
quantified. Our results demonstrated a higher percentage of colocalization of
both LysoTracker and DQ-BSA with parasites in vacuoles within
macrophages infected with L. major in comparison with those infected with L.
amazonensis. However, there was no difference in the percentage of
colocalization of LAMP with L. major or L. amazonensis. We also observed a
higher percentage of LC3-co-localizing with parasites in macrophages



infected with L. amazonensis in comparison with those infected with L. major.
Subsequently, we evaluated the effect of overexpression of LC3 in
macrophages infected with L. amazonensis or L. major. RAW cells were
transfected with the plasmid containing the coding sequence for the LC3
(RAW-pmRFP-LC3) and then were infected with L. amazonensis or L. major
stationary phase promastigotas. A reduction was observed in the percentage
of infected RAW-pmRFP-LC3 cells with L. amazonensis and L. major
compared to control cells. This decrease in the percentage of infected cells is
due to the inhibition of phagocytic ability of RAW-pmRFP-LC3 cells, since the
parasites continue to interact with cell membrane, but is not internalized.
Together, these findings show that L. amazonensis- and L. major-induced
parasitophorous vacuoles interact differently with compartments of the
autophagic pathway and that the overexpression of LC3 reduces
phagocytosis of both L. amazonensis and L. major by RAW-pmRFP-LC3 cells
resulting in the reduction of infection.

Keywords: Leishmania, parasitophorous vacuole, macrophage, autophagy,
LC3
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zooantroponose causada por tripanosomatideos
do género Leishmania e representa uma doenga emergente que permanece
como um importante problema de saude publica, devido a alta incidéncia em
paises em desenvolvimento (SANTOSet al., 2008). Segundo a Organizagao
Mundial de Saude, a leishmaniose acomete cerca de 12 milhdes de pessoas
em todo o mundo e esta presente em 98 paises, dos quais 72 sdo paises em
desenvolvimento (ALVAR et al., 2012).

Esta doenga apresenta um amplo espectro de manifestagbes clinicas
que pode desenvolver-se nas formas cutanea, mucocutédnea e visceral
(PEARSON et al., 1983). A leishmaniose tegumentar nas Américas tem como
principais  agentes  causadores a  Leishmania  braziliensis e
Leishmaniaamazonensis; enquanto que as principais espécies causadores
dessa doenga no continente europeu e na Africa sub-Sahariana sdo
Leishmania tropica e Leishmania major (GRIMALDI; TESH, 1993). Os
parasitas do género Leishmania apresentam duas fases distintas em seu
ciclo de vida, a forma de promastigota, flagelada, encontrada no vetor
(Lutzomyia — nas Américas; Phlebotomus — no continente europeu, africano e
asiatico) e a forma de amastigota, com flagelo contido na bolsa flagelar em
células do sistema monocitico fagocitario no hospedeiro vertebrado (CHANG;
CHANG, 1986; GRIMALDI; TESH, 1993; LASKAY et al., 2003).

A infecgdo de macrofagos por Leishmania resulta da interagdo entre
ligantes presentes na superficie do parasito e multiplos receptores presentes
na célula, como os receptores para fragbes do complemento, CR1 e CR3
(BLACKWELL et al, 1985; MOSSER; EDELSON, 1985), e os de
reconhecimento de padrao como receptores fucose-manose, ftoll-like e
scavenger (GOUGH; GORDON, 2000). Os ligantes mais abundantes
presentes na superficie do parasito sdo LPG (lipofosfoglicano) e gp63
(glicoproteina de 63 KDa) (BEVERLEY; TURCO, 1998; RUSSELL;
WILHELM, 1986).
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Apds o contato entre receptores da célula hospedeira e ligantes do
parasito, promastigotas ou amastigotas de Leishmania s&o internalizadas e
passam a localizar-se dentro de vacuolos parasitoforos. Estudos
evidenciaram que a biogénese desses compartimentos ocorre em diferentes
etapas: i) inicialmente, fusionam com endossomos tardios (CHANG,;
DWYER, 1978; RABINOVITCH et al., 1985; SHEPHERDet al., 1983) ii)
posteriormente, fusionam com lisossomos da célula hospedeira, tornando-se
fagolisossomos, que sdo acidos (pH < 5), ricos em enzimas hidroliticas e
suas membranas apresentam proteinas caracteristicas de endossomos
tardios, lisossomos (ALEXANDER; VICKERMAN, 1975; CHANG; DWYER,
1978; RABINOVITCH et al., 1985). Existem evidéncias que os vacuolos
parasitéforos também apresentam proteinas das membranas do reticulo
endoplasmatico (NDJAMEN et al., 2010). Dentre as proteinas adquiridas nas
membranas dos vacuolos parasitéforos destacam-se a bomba vacuolar H*-
ATPase (ANTOINE et al, 1998; STURGILL-KOSZYCKI et al., 1994), a
proteina G monomérica rab 5 e rab 7 (COURRET et al., 2002; DUCLQOS;
DESJARDINS, 2000), Catepsina D (PRINA et al., 1990), LAMP-1 (LANG et
al., 1994; RUSSELet al., 1992), LAMP-2 (RUSSELLet al., 1992), calnexina
(NDJAMENet al., 2010) e Sec22b (NDJAMENet al., 2010). Apesar dos
vacuolos parasitéforos induzidos por diferentes espécies de Leishmania
compartilharem tais caracteristicas, ha diferengas significativas no tamanho
desses compartimentos. Vacuolos parasitéforos resultantes da infeccdo por
espécies de Leishmania do complexo Mexicana, Leishmania mexicana e L.
amazonensis, apresentam grandes dimensbdes e contém uma grande
quantidade de amastigotas (RABINOVITCH et al., 1985; SHEPHERDet al.,
1983; VERAS et al.,, 1992), enquanto L. major e Leishmania donovani
induzem a formagéao de vacuolos parasitéforos pequenos, com pouco espago
ao redor das amastigotas (ANTOINE et al., 1998; CHANG; DWYER, 1978).
Até o presente momento, as razbes dessas diferengas ndo encontram-se

esclarecidas.

Foi demonstrado que compartimentos induzidos por microrganismos
celulares sdo capazes de interagir com a via autofagica, adquirindo
caracteristicas autofagossomais (BERONet al., 2002; GUTIERREZet al.,
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2005). A autofagia € um processo conservado evolutivamente, responsavel
pela degradacédo de organelas e proteinas durante a diferenciagcéo celular e
em situagdes de estresse (PINHEIRO et al., 2009). Nesse processo, 0s
componentes citosoélicos sdo englobados por um compartimento denominado
de autofagossomo que, posteriormente, se fusiona com lisossomos. As fases
inicias de formagao do autofagossomo dependem da associagao da proteina
VPS34 em um complexo, que se associa a uma outra proteina chamada
beclina (LEVINE; DERETIC, 2007). A expansdo da membrana
autofagossomal € um processo mediado por proteinas denominadas Atg (do
inglés autophagy-related proteins), uma delas € a Atg8 que, em mamiferos, é
denominada de LC3 (LANG et al., 1998; KIRISAKO et al., 2005).

Estudos sugerem que a via autofagica desempenha um papel na
resposta imune inata protegendo a célula hospedeira contra infecgbes
causadas por microrganismos intracelulares (GUTIERREZ et al., 2005;
LEVINE; DERETIC, 2007). Gutierrez e colaboradores (2004) demonstraram
que a indugéo de autofagia pode funcionar como um mecanismo de defesa
em macrofagos humanos na infecgdo por Mycobacterium tuberculosis,
inibindo a sobrevivéncia deste microrganismo dentro da célula hospedeira.
No entanto, alguns patdgenos intracelulares desenvolveram mecanismos
distintos para sobreviver e se multiplicar dentro dos autofagossomos (BERON
et al., 2002). Outro estudodemonstrrou que a indugao de autofagia favorece a
infecgéo e replicagdo da bactéria Coxiella burnetii em células de linhagem
CHO (GUTIERREZ et al., 2005). Assim, a via autofagica pode controlar ou
promover o estabelecimento da infeccdo a depender da natureza do
microrganismo (GUTIERREZ et al., 2004;LEVINE; DERETIC, 2007).

Pouco se sabe sobre a interagdo de compartimentos da via autofagica
com os vacuolos parasitoforos de Leishmania.Recentemente, Pinheiro e
colaboradores (2009) mostraram que em macrofagos de diferentes linhagens
de camundongos, a indugdo da autofagia exerce papéis distintos sobre a
infeccao por L. amazonensis. Em macrofagos de camundongos susceptiveis
da linhagem BALB/c, mas ndo em macréfagos de camundongos resistentes
da linhagem C57BL/6, a indugao de autofagia provoca um aumento na carga
parasitaria por esta espécie de parasito (PINHEIRO et al., 2009).
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Adicionalmente, estudos indicam que vacuolos parasitéforos de L. mexicana
adquirem macromoléculas do citoplasma da célula hospedeira por meio de
autofagia (SCHAIBLE et al.,, 1999) e que, essas macromoléculas uma vez
transferidas do citoplasma da célula hospedeira para o lumen do vacuolo
parasitéforo, podem ser endocitadas pelo parasita (RUSSEL et al., 1992). Em
conjunto, esses dados sugerem que a via autofagica pode ser ativada pela
infeccdo por L. mexicana, favorecendo o fornecimento de nutrientes e,
consequentemente, a sobrevivéncia deste parasito no interior dos vacuolos

parasitéforos.

Poucos trabalhos realizados descrevem o papel da interagdo de
compartimentos da via autofagica com os vacuolos parasitéforos de
Leishmania. Uma maior compreensao deste aspecto da infecgdo por
Leishmania é fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que incluam a modulagdo da fagocitose e da autofagia. No
presente estudo, com o objetivo de esclarecer o papel da autofagia na
maturacao dos vacuolos parasitéforos delLeishmania, utilizamos o modelo de
macrofagos de camundongos CBA. Nossa hipétese €& que vacuolos
parasitéforos induzidos por L. amazonensis interagem com compartimentos
da via autofagica, favorecendo a sobrevivéncia do parasito em macréfagos
de camundongos CBA. Por outro lado, em macrofagos infectados por L.
major haveria interacdo restrita dos vacuolos parasitéforos com a via

autofagica.

Assim, investigamos de forma comparativa a possivel participagao da
proteina de compartimentos da via autofagica, LC3, na formagao/biogénese e
maturagdo dos vacuolos parasitéforos em macréfagos infectados por L.
amazonensis ou L. major. Primeiramente, avaliamos a presenca de LAMP e
LC3 bem como a marcagdo de LysoTracker® e DQ-BSA™ nos vacutolos
parasitéforos induzidos por L. amazonensis ou L. major, em macrofagos de
camundongos CBA. Posteriormente, analisamos a influéncia da
superexpressao de LC3 sobre a sobrevivéncia de L. amazonensis ou L. major

em macrofagos de CBA infectados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aleishmaniose

A leishmaniose é uma zooantroponose causada por tripanosomatideos
do género Leishmania e representa uma doenga emergente que permanece
como um importante problema de saude publica, especialmente por sua alta
incidéncia em paises em desenvolvimento (PERINOTO et al., 2010; SANTOS
et al., 2008). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, essa doenga
acomete cerca de 15 milhdes de pessoas em todo mundo e esta presente em
98 paises, dos quais 72 séo paises em desenvolvimento (ALVAR et al., 2012;
WHO, 2010). Além disso, 70-75% dos casos de leishmaniose tegumentar
ocorrem em dez paises: Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria,
Etiopia, Sudao do Norte, Costa Rica e Peru (ALVAR et al., 2012). Apesar de
serem declarados oficialmente somente 600.000 novos casos por ano,
estima-se que esse numero na realidade alcance 2 milhdes de pessoas e que
cerca de 350 milhdes de pessoas vivam em areas endémicas. Devido a
grande incidéncia, ampla distribuicdo e gravidade da doencga, a leishmaniose
€ considerada pela Organizacdao Mundial de Saude (OMS) uma das seis
doengas infecto-parasitarias de maior importancia (WHO, 2010). No Brasil, a
leishmaniose tegumentar € endémica, sendo registrados cerca de 26 mil
casos novos por ano, atingindo todos os estados brasileiros (ALVAR et al.,
2012).

O curso da infeccéo por Leishmania apresenta caracteristicas clinicas
variadas que dependem de fatores do parasito e da resposta imune do
hospedeiro. A leishmaniose tegumentar nas Américas tem como principais
agentes causadores a L. braziliensis e L. amazonensis; enquanto que as
principais espécies causadoras dessa doenga no continente europeu e na
Africa sub-Sahariana s3o L. tropica e L. major(GRIMALDI; TESH, 1993).

A leishmaniose tegumentar é uma doenga de evolugao cronica que
pode apresentar-se sob trés formas clinicas: leishmaniose cutédnea (LC),

leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose cutaneo-difusa (LCD). A
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LC caracteriza-se pela presenca de ulcerade fundo granuloso e bordas
elevadas, podendo ser unica ou multipla, com tendéncia a cura espontanea e
boa resposta ao tratamento. Geralmente, LMC é secundaria a lesao cutanea
e surge apos a cura espontanea ou ao tratamento inadequado da LC. Esta
forma clinica de leishmaniose tegumentar é caracterizada por uma leséo
inicial no local da picada do fleb6tomo e pelo surgimento posterior de lesdes
metastaticas nas mucosas das vias aéreas superiores: nariz, boca e,
eventualmente, faringe e laringe. A LCD é uma forma rara, porém grave, de
apresentacao da doencga, que no Brasil € causada pela L. amazonensis. Essa
manifestacao clinica inicia-se de maneira insidiosa, com lesdo Unica e evolui
com formacgéao de placas e multiplos nédulos nao ulcerados por todo o corpo

do paciente.

No Brasil, o numero de casos de leishmanioses vem crescendo
progressivamente nos ultimos 20 anos, observando-se surtos epidémicos nas
regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e, mais recentemente, na regiao
Amazénica. No periodo de 1985 a 2005, verificou-se uma média anual de
28.568 casos de leishmaniose tegumentar e um predominio nos individuos
maiores de 10 anos, 90% dos casos, e do sexo masculino, 74% (BRASIL.
MINISTERIO DA SAUDE, 2007).

2.2 O parasito

A leishmaniose é causada por varias espécies de protozoarios
digenéticos da ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do género
Leishmania. Estes parasitas apresentam duas fases distintas em seu ciclo de
vida: um estagio flagelado no vetor (Lutzomya — nas Américas; Phlebotomus
— no continente europeu, africano e asiatico) e um estagio amastigota no
hospedeiro vertebrado (GRIMALDI; TESH, 1993). As formas amastigotas sao
circulares, com flagelo inserido no interior da bolsa flagelar e medem de 3 a 7
Mm de didmetro. Por sua vez, as formas promastigotas sao alongadas,
flageladas e medem cerca de 10 a 20 um de didametro. O ciclo de vida (Figura
1) se inicia quando os flebotomineos fémeas ao realizarem o repasto
sanguineo em um individuo infectado ou em um animal reservatério (1)

ingerem macrofagos parasitados (2). A lise dos macréfagos infectados resulta
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na liberagao das formas amastigotas (3) no estémago dos flebotomineos,
estas rapidamente se diferenciam em promastigotas prociclicas (4) que
migram para a regido anterior do trato digestivo do vetor, onde se multiplicam
por fissdao binaria (5) (BATES; ROGERS, 2004). No intestino dos
flebotomineos ocorre a metaciclogénese (6), isto €, a transicdo das formas
promastigotas né&o-infecciosas prociclicas em promastigotas metaciclicas
infectivas (SACKS, 1992). Nesse processo, as promastigotas prociclicas
sofrem um conjunto de alteragées morfolégicas, ultraestruturais e também na
expressdo génica. Promastigotas metaciclicas apresentam reducdo e
estreitamento do corpo celular, sdo extremamente moveis e possuem um
longo flagelo, duas vezes maior que o tamanho do corpo celular (SACKS,
1989). Além disso, ocorrem alteragcdes bioquimicas na molécula de superficie
lipofosfoglicana (LPG) resultando na perda de adesdo das formas
metaciclicas ao epitélio do intestino do flebétomo (SACKS, 1989;
McCONVILLE et al, 1992). Consequentemente, as promastigotas
metaciclicas migram para o aparelho bucal do flebétomo e durante o novo
repasto sanguineo (7) sdo inoculadas na pele do hospedeiro mamifero,
juntamente com a saliva (8). As promastigostas s&o fagocitadas por células
do sistema fagocitico mononuclear (9), onde se transformam na forma
amastigota (10, 11). A medida que as formas amastigotas multiplicam-se
(12,13), os macrofagos se rompem e liberam os parasitos (14 e 15), que
podem ser fagocitados por outros macrofagos (16), dando continuidade ao
seu ciclo de vida (BATES; ROGERS, 2004).
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Fases no inseto vetor

Fases na mamifera hospedeiro

Figura 1 -Diagrama esquematico do ciclo de vida digenético da Leishmania(TEIXEIRA,
2013).

2.3 Modelo Murino

Apesar de nao reproduzir fielmente a doenga em humanos
(HANDMAMet al., 2001), modelos experimentais de leishmaniose sao
utilizados com objetivo de caracterizar o efeito da doenga sobre o hospedeiro
(AFONSO; SCOTT, 1993; AWASTHI et al., 2004; HEINZEL et al., 1989;
HOWARDet al., 1980; PEREZ et al., 1979). Em modelos animais & possivel
mimetizar a resposta imuno-inflamatéria observada em seres humanos
quando expostos a uma variedade de espécies de Leishmania (GARG;

DUBE, 2006). Assim, como em humanos, a leishmaniose murina pode
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apresentar diferentes formas clinicas com cursos distintos de infec¢cao a
depender tanto do perfil genético do hospedeiro quanto da espécie de
Leishmania infectante (ANDRADE et al., 1984).

Resisténcia ou susceptibilidade de uma linhagem de camundongo a
uma determinada espécie de Leishmania esta intimamente relacionado com
a ativacao polarizada de um dos dois subconjuntos de linfocitos CD4+, Th1
associado a resisténcia ou Th2 associado a progressao da doenga (HEINZEL
et al.,, 1989; LOCKSLEY; SCOTT, 1991). No entanto, estudos posteriores
demonstraram que a polarizagdo Th1/Th2 ndo explica a resisténcia ou
suscetibilidade a todas espécies de Leishmania (AFONSO; SCOTT, 1993;
DeKREY et al., 1998; SOUSA-FRANCO et al., 2006).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que
camundongos de um mesmo background genético apresentam diferentes
perfis de resposta imuno-inflamatéria quando sao infectados por L.
amazonensis ou L. major (GOMES et al., 2003; LEMOS DE SOUZA et al.,
2000). Camundongos da linhagem CBA sao susceptiveis a L. amazonensis e

sdo capazes de controlar a infecgédo por L. major.

Estudos in vitro foram realizados com intuito de analisar a interagao
entre macrofagos e L. amazonensis ou L. major. Macrofagos peritoneais de
camundongo CBA infectados com L. amazonensis apresentam uma maior
carga parasitaria do que aqueles infectados com L. major(GOMES et al.,
2003). Também foi demonstrado que L. amazonensis, em contraste a L.
major, € resistente aos mecanismos leishmanicidas inatos do macrofago
(GOMES et al., 2003). Em conjunto, esses dados sugerem que o contato
inicial entre o macrofago e Leishmania ssp. é suficiente para ativar a resposta
imune do hospedeirofavorecendo ou ndo a infeccido. Adicionalmente, esses
dados indicam a importancia dos macréfagos na resolugéo da infecgao e dos
parasitas no direcionamento da resposta imune do hospedeiro (GOMESet al.,
2003; LEMOS DE SOUZA et al., 2000).

2.4 Reconhecimento e fagocitose

Leishmania € um parasito intracelular obrigatério que vive e se
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multiplica dentro dos vacuolos parasitéforos dos macréfagos do hospedeiro
vertebrado (RUSSELL; WILHELM, 1986). A interacdo macrofago-Leishmania
€ um exemplo de uma complexa interacao parasito-hospedeiro que envolve
multiplos receptores da célula hospedeira e ligantes do parasito (AWASTHI et
al., 2004; MOSSER; ROSENTHAL, 1993)

A ligagdo dos parasitos com a superficie celular dos macréfagos
ocorre através de receptores CR1 e CR3 (BLACKWELL et al., 1985;
MOSSER; EDELSON, 1985) e de receptores de reconhecimento de padréao
como receptores fucose-manose, toll-like e scavenger (GOUGH; GORDON,
2000). Esses receptores reconhecem ligantes presentes na superficie do
parasito, sendo LPG e gp63 (glicoproteina de 63 KDa) as principais
moléculas envolvidas na interagdo macrofago-Leishmania (BEVERLEY;
TURCO, 1998; RUSSELL; WILHELM, 1986).

gp63 e LPG sao as moléculas mais abundantes na superficie das
formas promastigotas e encontram-se ancoradas por glicosilfosfatidilinositol
(GPI) a membrana da Leishmania. gp63 auxilia na entrada da Leishmania na
célula hospedeira e favorece a sobrevivéncia das formas promastigotas
fagocitadas (CHANG; CHANG, 1986; CHAUDHURI et al. 1989). Em parasitos
da espécie L. amazonensis, a molécula de ligacdo a heparina e o0s
glicoesfingolipidios especificos de amastigota tém sido associados ao
processo de entrada desta espécie de Leishmania na célula hospedeira
(LOVE et al.,, 1993; STRAUS et al., 1993). Por sua vez, LPG é necessario
para o estabelecimento da infeccdo nos macréfagos e sobrevivéncia do
parasito nos flebotomineos. Estudos ja demonstraram que LPG protege as
formas promastigotas contra espécies reativas de oxigénio produzidas
durante a fagocitose, da digestdo dentro do fagolisossomo e da atividade da
proteina cinase C (PKC) (DESCOTEAUX et al. 1991; HANDMAN et al., 1986;
SPATH et al., 2003).

A sobrevivéncia das formas promastigotas de L. major e L. donovani
apos a fagocitose parece ser dependente da presenca de LPG (HANDMAN
et al., 1986; McNEELY; TURCO, 1990). Promastigotas de L. donovani

mutantes, que ndo apresentam determinadas unidades-repetitivas de LPG,
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sdo rapidamente destruidas nos momentos iniciais da infeccdo. Além do
mais, a transferéncia passiva de LPG purificado para a membrana de
Leishmania deficientenessa molécula prolonga significativamente a
sobrevivéncia do parasito dentro dos macréfagos (HANDMAN et al., 1986;
McNEELY; TURCO, 1990). Recentemente, Vinet e colaboradores (2009)
demonstraram que o LPG de L. donovani é transferido da superficie do
parasito para microdominios lipidicos presentes na membrana dos
fagossomos recém-formados, alterando a dinamica da formacao/biogénese
do vacuolo parasitéforo. No entanto, estudos demonstraram que o LPG nao é

um importante fator de viruléncia de L. mexicana (ILG et al., 2001)

2.5 Formagao de vacuolo Parasitoforo

Apos o contato entre receptores da célula hospedeira e ligantes do
parasito, promastigotas ou amastigotas de Leishmania s&o internalizadas e
passam a localizar-se dentro de vacuolos parasitéforos. Existem evidéncias
que esses compartimentos sdo fagossomos que na sua formagao/biogénese
adquirem, em diferentes etapas, moléculas provenientes de vesiculas
intracelulares, provavelmente resultantes de processos de fusdo com essas
vesiculas. Entre essas moléculas estdo incluidas a bomba vacuolar H'-
ATPase (ANTOINE et al, 1998; STURGILL-KOSZYCKI et al., 1994), a
proteina G monomérica rab 5 e rab 7 (COURRET et al., 2002; DUCLOS et
al., 2000), Catepsina D (PRINA et al., 1990), LAMP-1 (LANG et al., 1994;
RUSSELL et al, 1992), LAMP-2 (RUSSELL et al, 1992), calnexina
(NDJAMENet al., 2010) e Sec22b (NDJAMENet al., 2010). Esses dados
sugerem que os vacuolos parasitéforos sdo compartimentos hibridos que
amadurecem de fagossoma primario a endossoma tardio/fagolisossoma, que
sdo acidos (pH = 5) e ricos em enzimas hidroliticas (ALEXANDER,;
VICKERMAN, 1975; CHANG; DWYER, 1978; RABINOVITCH et al., 1985).
Recentemente,Ndjamen e colaboradores (2010) demonstraram que vacuolos
parasitéforos induzidos por Leishmania interagem continuamente com
vesiculas do reticulo endoplasmatico da célula hospedeira, adquirindo
proteinas associadas a membrana do reticulo, bem como moléculas do

ldmen reticular.
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Apesar dos vacuolos parasitéforos compartilharem as caracteristicas
comuns acima descritas, ha diferencas significativas na dimensao desses
compartimentos induzidos por diferentes espécies de Leishmania. Os
vacuolos parasitéforos produzidos na infeccdo por L. mexicana e
L.amazonensis sao grandes e contém uma grande quantidade de
amastigotas(RABINOVITCH et al., 1985; SHEPHERD et al., 1983; VERAS et
al., 1992), enquanto L. major e L. donovaniproduzem vacuolos parasitoforos
pequenos, com pouco espago ao redor das amastigotas(ANTOINE et al.,
1998; CHANG; DWYER, 1978). Os mecanismos que resultam nessas
diferengas entre os vacuolos parasitéforos ndo foram claramente

demonstrados.

Os vacuolos parasitoforos induzidos por L. amazonensis sdo capazes
de fusionar com fagossomas contendo particulas de zymosan, com
compartimentos induzidos por Coxiella burnetii e com compartimentos da via
endocitica. Entretanto, a capacidade de fusdo desses vacuolos é seletiva
uma vez que nao fusionam-se com fagossomas contendo bolas de latex e
eritrécitos fixados (VERAS et al., 1992, 1995; RABINOVITCH; VERAS, 1996).
Real e Mortara (2012) demonstraram que os vacuolos parasitoforos de L.
amazonensis apresentam LAMP-1 ja nas primeiras horas de infec¢do e que
sdo marcados com LysoTracker®, um indicador de pH acido. Adicionalmente,
esses autores mostraram que o aumento de tamanho e volume desses
vacuolos esta associado com a diminuicdo do numero de lisossomos
secundarios e pequenas vesiculas acidas da célula hospedeira. No entanto, a
fusdo homotipica entre vacuolos parasitéforos induzidos por L. amazonensis
ndo altera o volume final do vacuolo resultante (REAL; MORTARA, 2012).
Esses dados sugerem que a fusdo entre os vacuolos parasitoforos e
lisossomos, mas nao a fusdo homotipica, € um fator importante no
crescimento dos vacuolos parasitéforos induzidos por L. amazonensis (REAL;
MORTARA, 2012).

Poucos estudos foram realizados afim de avaliar as caracteristicas
bioquimicas e funcionais dos vacuolos induzidos por L. major, visto que o
espago disponivel entre os parasitas e a membrana vacuolar é limitado

dificultando assim a identificacdo do conteldo intravacuolar. Em estudo
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recente, foi evidenciado que no processo de divisdo, os vacuolos induzidos
por L. major aumentam de volume e apds a fissdo resultam em dois outros
vacuolos, cada um com aproximadamente metade do volume original e com
diferente quantidade de LysoTracker®(REAL; MORTARA, 2012). Além disso,
foi demonstrado queha correlagéo temporal entre a multiplicagdo de L. major
e a diminuicdo no numero de vesiculas acidas da célula hospedeira, as quais
seriam necessarias para incorporacdo de membrana no processo de fissdo
dos vacuolos parasitoforos (REAL; MORTARA, 2012).

As formas amastigotas sdo resistentes dentro de compartimentos
fagolisossomais em macréfagos. E possivel que isto esteja relacionado a
expressao de uma grande quantidade de glicosilfosfatidilinositolde baixo peso
molecular na sua membrana plasmatica, que teria um papel protetor contra
as hidrolases e o meio acido dos fagolisossomos (ZILBERSTEIN; SHAPIRA,
1994). Outro mecanismo que favorece a sobrevivéncia das amastigotas esta
relacionado a capacidade de amastigotas de L. amazonensis e L. mexicana
em internalizar e degradar os complexos antigeno-MHC-II que chegam aos
vacuolos parasitéforos. A degradagédo desses complexos ocorre em
organelas especificas das amastigotas, denominadas megassomos, onde
acredita-se que sao rapidamente degradadas por agdo de proteases (de
SOUZA LEAO et al., 1995). A degradagcao de MHC-IlI reduz a presenca
dessas moléculas associadas a antigenos de Leishmania na superficie dos
macroéfagos, dificultando o reconhecimento e ativagdo dos linfocitos T. Isto
dificulta a formagcdo de uma resposta adaptativa anti-Leishmania eficiente,

facilitando a sobrevivéncia do parasito e a manutencao da infecgao.

2.6 Autofagia

O processo autofagico é conservado evolutivamente e ocorre de forma
constitutiva em todos os tipos de células. Entretanto, a autofagia pode ser
induzida em resposta a diferentes situagoes de estresse: i) extracelular, como
a privacdo de nutrientes, mudanca no volume celular, elevacido da
temperatura, estresse oxidativo, hipdxia, altas temperaturas, e ii) intracelular,
como acumulo de proteina, sinalizacdo hormonal, irradiacdo e tratamento de
xenobiéticos (MEIJER; CODOGNO, 2004).Em condigbes de estresse extra
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ou intracelular, a autofagia é desencadeada promovendo a remocgdo de
componentes citoplasmaticos danificados, redundantes ou de outra forma
indesejaveis, incluindo proteinas e organelas, favorecendo assim a
sobrevivéncia da célula (DUSZENKO et al., 2011; LEVINE; DERETIC, 2007).
Esse processo degradativo tem papel importante em células eucariotas, com
reflexo em outros processos fisioldgicos, tais como, diferenciagado celular,
desenvolvimento e manutengdo da homeostase do organismo (KLIONSKY,
2005). Além disso, estudos demonstraram que a autofagia pode ser capaz
de, em algumas situagdes, prevenir, e, em outras situacdes, promover
doengas como o cancer (DEGENHARDT et al., 2006; LEE et al., 2012),
doencas neurodegenerativas (YU et al., 2005), envelhecimento (BERGAMINI,
2006), infecgdes virais, bacterianas e parasitarias (MIZUSHIMAet al., 2008).

Diferentes tipos de processos autofagicos foram descritos na literatura,
incluindo microautofagia, autofagia mediada por chaperona e outros que
envolvem a degradagdo seletiva de organelas especificas, além da
macroautofagia (CUERVO, 2004). O processo de microautofagia consiste na
absorcdo de componentes citoplasmaticos de forma aleatdria diretamente
pela membrana lisossomal (de DUVE; WATTIAUX, 1966). Na autofagia
mediada por chaperonas, proteinas com motivos pentapeptideos ligadas a
chaperonas sédo entregues aos lisossomos para degradagdo (BEJARANO;
CUERVO, 2010; DICE, 2007). Por fim, no processo de macroautofagia, os
componentes citosolicos sdo englobados por um compartimento denominado
de autofagossomo que, posteriormente, se fusiona com lisossomos
(KLIONSKY; EMR, 2000). O objeto de estudo da presente dissertagao
compreende a avaliagdo da macroautofagia, doravante referida como

autofagia, na infecgdo de macréfagosporLeishmania.

Dois elementos foram descritos como importantes na regulagéo da
autofagia: a serina/treonina cinase alvo da rapamicina em mamiferos (mTOR,
do inglés mammalian Target Of Rapamycin) e fosfatidilinositol 3-quinase
classe | e Ill (PI3Ks). A via de regulagao da autofagia mais bem estudada em
mamiferos € a da mTOR. Essa cinase ativa uma via de sinalizagao que
regula ndo apenas a autofagia, mas também outros importantes processos

celulares, como crescimento e proliferacdo de células, transcricdo e
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reorganizacdo do citoesqueleto (SARBASSOV et al., 2005). Essa via de
sinalizagao, por sua vez, é regulada por fatores de crescimento, aminoacidos,
glicose e energia (SARBASSOQV et al., 2005). Interessantemente, a autofagia
pode ser induzida farmacologicamente em células de mamifero tratadas com
uma droga que inibe a atividade de mTOR, a rapamicina (WULLSCHLEGER
et al, 2006). Além do mais, Blommaart e colaboradores (1995)
demonstraram que em hepatécitos de ratos tratados com rapamicina a

autofagia pode ser induzida, mesmo na presenga de aminoacidos.

As diferentes classes de PI3Ks podem inibir ou ativar o processo
autofagico. Em presenca de fatores de crescimento, PI3Ks de classe | geram
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (Ptdins (3,4,5) P3) na membrana plasmatica,
que, por sua vez, ativa mTOR, reprimindo assim a autofagia (LEVINE;
DERETIC, 2007). Ja a PI3Ks classe 3 desempenha um papel essencial na
nucleacao da membrana do autofagossomo durante o processo autofagico
(MARINO; LOPEZ-OTIN, 2004).

Apds a autofagia ser desencadeada, o processo € regulado por um
conjunto de proteinas que compdem a maquinaria molecular. Apesar do
processo autofagico ter sido originalmente descrito em mamiferos desde a
década de 1950, esse conjunto de proteinas envolvido na regulagdo da
autofagia foi, inicialmente, descrito em leveduras (HE; KLIONSKY, 2009). Até
o momento, trinta e cinco proteinas relacionadas ao processo autofagico
foram descritas em Saccharomyces cerevisiae, fazendo parte da familia Atg
(do inglés autophagic-related genes) e muitas delas possuem homélogos em
mamiferos. Essas proteinas possuem atividades especificas durante as
diferentes etapas do processo autofagico (NAZARKO et al., 2011; SUZUKI,
OHSUMI, 2007; SUZUKI et al., 2010).

A via autofagica pode ser dividida em uma série de eventos
coordenados e consecutivos (Figura 2).A nucleagédo envolve o recrutamento
de proteinas para formagdo de uma membrana lipidica dupla (fagéforo) que
dara inicio a formacédo dos autofagossomos. A origem da membrana para
essas vesiculas permanece controversa. Estudos recentes sugerem que a

membrana do reticulo endoplasmatico e a membrana mitocondrial externa
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seriam a principal fonte de membrana para a formagéo do autofagossomo em
células de mamifero (AXE et al., 2008; HAILEY et al., 2010). Foi demonstrado
que as principais proteinas envolvidas nessa etapa inicial da formagao do
autofagossomo sao as proteinas PI3K de classe 3 (Vps 34), beclina 1 (Atg6),
Atg 14 e p150 (1).

A expansédo/elongacédo do fagoforo ocorre simultaneamente ao
processo de nucleagédo (2). Dois sistemas de conjugagao estao envolvidos na
expansao do fagoforo, o sistema dependente de Atg12 (2a) e aquele de Atg8
(2b). No sistema de conjugagcdo envolvendo Atg12, esta proteina é
hidrolisada e ativada por Atg7 e, em seguida, transferida para associar-se a
Atg10. Posteriormente, Atg12 é ligada a porgdo C-terminal de Atg5 através
de um residuo lisina (MIZUSHIMA et al., 1998). Atg12-Atg5 formam entdo um
conjugado com Atg16 (Atg12-Atg5-Atg16), resultando em um complexo de
800 kDa, contendo tetrameros de Atg12-Atg5-Atg16 (MIZUSHIMA et al.,
2003). Uma pequena porgcdo desse complexo associa-se a membrana do
fagéforo em expansdo e, apos concluida a formagado do autofagossomo,
Atg12-Atg5-Atg16 dissocia-se da membrana desse compartimento (TANIDA
et al., 2004).

O outro sistema dependente de Atg8, em mamiferos é desencadeado
pela proteina LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1 associada a microtubulos),
que € homologa a Atg8 de leveduras. LC3 é sintetizada como uma forma
precursora designada proLC3 e processada sequencialmente em LC3-l e -l
(KABEYA et al., 2000). ProLC3 é clivada por Atg4 na sua porg¢ao C terminal,
aproximadamente 6 minutos apds sua sintese no citoplasma (HEMELAAR et
al., 2003; MARINO et al., 2003; KABEYA et al., 2000, 2004; KIRISAKO et al.,
2000; TANIDA et al., 2004). Até o momento, quatro homdélogos humanos da
Atg4 de levedura foram descritos: HsAtg4A/autofagina-2,
HsAtg4B/autofagina-1, autofagina-3 e autofagina-4 (HEMELAARet al., 2003;
MARINO et al., 2003). Dentre eles, apenas HsAtg4B é capaz de clivar
eficientemente proLC3 (KABEYA et al., 2004).

A forma processada, denominada LC3-I (18kDa), apresenta um

residuo de glicina na sua porgéo C terminal e reside no citoplasma (KABEYA
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et al., 2000). Em resposta as baixas concentragdes de nutrientes (starvation),
uma subpopulagdo de LC3-l é clivada e conjugada a fosfatidiletanolamina
(PE), pela acéo de Atg7 e Atg3, formando LC3-Il (16-kDa) a qual se associa a

membrana das vesiculas autofagicas (KABEYA et al., 2000).

Além de integrar a membrana dos autofagossomos, a quantidade de
LC3-1l se correlaciona positivamente com o numero de autofagossomas nas
células (KABEYA et al.,, 2000). Assim, a geragdo de LC3-Il € um bom
marcador para estudos envolvendo a dinamica dos compartimentos da via

autofagica.

Uma vez formado, o autofagossomo (3) amadurece por meio de fuséo
com lisossomos formando um compartimento com caracteristicas
lisossomais, denominado autolisossomo (4). Este compartimento apresenta
ATPase vacuolar, pH acido, LAMP1 e hidrolases lisossomais (HIRSIMAKI,
1980; DUNN, 1990a; KOPITZ et al, 1990). Apoés a fusdo entre
autofagossomo com lisossomos, a membrana interna bem como os
materiais sequestrados sado degradados por hidrolases acidas e os produtos

da degradacéo sao liberados para o citoplasma (5) (DUNN,1990b).

Estudos recentes demonstraram que compartimentos induzidos por
microrganismos celulares sao capazes de interagir com a via autofagica,
adquirindo  caracteristicas autofagossomais (BERON et al, 2002;
GUTIERREZ et al., 2005).
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Figura 2-Representagido esquematica da autofagia. Adaptado de YANG; KLIONSKY, 2010
eBAEHRECKE, 2005.

2.7 Participa¢do da autofagiana formagao dos compartimentos induzidos por
microrganismos

Existem evidéncias que a autofagia pode participar do controle ou da
multiplicacdo a depender da natureza do microrganismo. Estudos sugerem
que a via autofagica desempenha um papel na resposta imune inata
protegendo a célula hospedeira contra infecgcbes causadas por
microrganismos intracelulares como é o caso de Mycobacterium tuberculosis
e Streptococcus pyogenes (GUTIERREZ et al., 2004, 2005; NAKAGAWA et
al., 2004; LEVINE; DERETIC, 2007). No entanto, a interagdo com a via
autofagica €& favoravel a alguns patégenos intracelulares, como
Staphylococcus aureus e Coxiella burnetti (GUTIERREZ et al., 2005;
MESTRE et al, 2010; SCHNAITH et al., 2007; VAZQUEZ; COLOMBO,
2009).

Gutierrez e colaboradores (2004) demonstraram que na indugao
fisioldgica, por privagdo de aminoacidos, ou farmacologica da via autofagica,
os fagossomos de M.tuberculosis adquirem marcadores de autofagossomos

como LC3 e beclina-1. Nessas condicdes, ha inibicdo da sobrevivéncia de M.
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tuberculosisem macréfagos humanos, sugerindo que a autofagia funciona
como um mecanismo de defesa na infeccdo por esses microrganismos.
Diferentemente, apesar dos vacuolos induzidos por C. burnetti serem
permissivos a sua multiplicacdo, eles exibem caracteristicas autofagicas.
Berén e colaboradores (2002) demonstraram que esses vacuolos séo
marcados por monodancylcadaverina (MDC) e apresentam LC3 e beclina na
sua membrana. A proteina LC3 é recrutada para o vacuolo cerca de 5
minutos apds infeccdo por C. burnetti. Esse processo parece depender de
proteinas sintetizadas por C. burnetti viavel, uma vez que nao é observado
quando as células sédo incubadas com bactérias inativadas ou tratadas com
cloranfenicol, antibiético que inibe a sintese proteica de bactérias (ROMANO
et al., 2007). Além disso, esse mesmo grupo demonstrou que a indugéo da
autofagia promove um aumento no percentual de células infectadas, no
tamanho dos vacuolos, além de favorecer a replicagao de C. burnetii em
células de linhagem CHO (GUTIERREZ et al., 2005). Ainda mais, os autores
mostraram que a superexpressao de proteinas envolvidas na via autofagica

favoreceu o desenvolvimento do vacuolo de C. burnetti.

Interessantemente, C. burnetti sobrevive e multiplica-se dentro de
vacuolos de grande tamanho e composi¢cdo semelhantes aos induzidos por
Leishmania do complexoMexicana, L. amazonensis ou L. mexicana
(ANTOINE et al., 1990; MAURIN et al., 1992; VERAS et al., 1994, 1995). Até
o momento, poucos estudos foram realizados com o objetivo de investigar o
papel da autofagia na biogénese do vacuolo parasitéforo induzido por
Leishmania. Estudo pioneiro realizado por Schaible e colaboradores (1999)
mostrou que vacuolos parasitoforos de L. mexicana adquirem
macromoléculas do citoplasma da célula hospedeira por meio de
microautofagia. Além disso, anteriormente foi demonstrado que essas
macromoléculas uma vez transferidas do citoplasma da célula hospedeira
para o lumen do vacuolo parasitéforo, podem ser endocitadas pelo parasita
(RUSSELL et al., 1992). Em conjunto, esses dados sugerem que a autofagia
pode ser ativada pela infeccdo por L. mexicana, e que isso poderia estar
favorecendo o suprimento de nutrientes e, consequentemente, a

sobrevivéncia deste parasito no interior dos vacuolos parasitéforos.
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Recentemente, Pinheiro e colaboradores (2009), evidenciaram que a
autofagia pode ter efeitos distintos sobre a infecgdo por L. amazonensis a
depender da linhagem dos macrofagos. Em macréfagos de camundongos
susceptiveis da linhagem BALB/c, a indugédo de autofagia leva a aumento da
carga parasitaria por L. amazonensis, enquanto que, em macrofagos de
camundongos resistentes da linhagem C57BL/6, resulta em controle da
infeccdo. Adicionalmente, esses autores demonstraram que a indugao
fisiolégica de autofagia em macrofagos de BALB/c ndo é capaz de aumentar
a carga parasitaria de L. major (PINHEIRO et al., 2009).

Assim, no presente estudo, verificamos em macroéfagos infectados por
L. amazonensis ou L. major, a possivel participacdo de LC3 na génese e
maturacdao dos vacuolos parasitoforos destas espécies de Leishmania.
Primeiramente, avaliamos quanto a caracteristicas autofagicas, os vacuolos
parasitéforos induzidos por L. amazonensis ou L. major em macréfagos de
CBA. Posteriormente, avaliamos a influéncia da superexpressédo de LC3
sobre a sobrevivéncia de L. amazonensis ou L. major em macrofagos de CBA

infectados.
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3 HIPOTESE

Nossa hipdétese € que vacuolos parasitoforos induzidos por L.
amazonensis interagem com compartimentos da via autofagica, favorecendo
a sobrevivéncia do parasito em macrofagos de camundongos CBA. Por outro
lado, em macrofagos infectados por L. major haveria interagédo restrita dos

vacuolos parasitoforos com a via autofagica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Verificar e comparar a participacdo da autofagia na infecgéo por L.
amazonensis ou L. major em macréfagos murinos.

4.2 Especificos
a) Avaliar comparativamente os vacuolos parasitoforos de L.

amazonensis ou L. major, quanto a caracteristicas autofagicas, em
macrofagos de camundongos CBA.

b) Determinar o efeito da modulagéo da proteina LC3 na sobrevivéncia

intracelular de L. amazonensis ou L. major.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Abordagem Geral

Caracterizagdo do vactiolo Superexpressao da
parasitéforo de Md¢ LC3
L\( L gD
S NS \ ™ /
L. amazonensis L . major

\Q/ &

J Marcaco com DQ-BSA ‘ { Efeito no curso da ‘

infecgdo
Marcacdo com Efeito no binding e na
LysoTracker fagocitose
J Marcagio com ‘
a-Lamp ou a-LC3

5.2 Obtencao de macroéfagos peritoneais

Para obtencdo de macrofagos peritoneais inflamatoérios, 2,5 mL de
tioglicolato (3%) (Sigma-Aldrich) foram injetados na cavidade peritoneal de
camundongos CBA, segundo protocolo modificado de Gomes e
colaboradores 2003. Apds 96 h, os camundongos foram eutanasiados e a
cavidade peritoneal lavada duas vezes com 10 mL de NaCl 0,9% com
heparina (20 U.l/mL) (Blausiegel). Em seguida, os macrofagos foram
plagueados em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium) completo
[suplementado com 25 mM de HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-
etanossulfénico) pH 7,4, 2 mM de glutamina, bicarbonato de sédio 2 g/L e
10% de soro bovino fetal(Gibco®)], e cultivados overnight a 37°C em estufa
suplementada com 5% de CO; e 95% de umidade. Os camundongos da
linhagem CBA utilizados no estudo foram fornecidos pelo Biotério do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz - Fiocruz/BA, apds aprovagdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo 012/2012. Os animais foram
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mantidos e manipulados dentro das normas preconizadas pela Comissao de

Etica no Uso de Animais.

5.3 Cultivo de células

Células RAW foram utilizadas no presente trabalho, pois
diferentemente dos macréfagos primarios,podem ser transfectadas, o que
permitiu avaliar o efeito da superexpressdo de LC3 na infeccao por L.
amazonensis ou L. major. As células RAW foram cultivadas em meio DMEM
completo e mantidas em cultura por até sete passagens, em estufa a 37°C
suplementada com 5% de CO, e 95% de umidade. Ao atingirem 80 a 90% de
confluéncia, as células foram incubadas comTripsina-EDTA 1x (Gibco) e
apos 5 min, soltas com jatos de solugao de tripsina 1x. As células foram
entao recolhidas e centrifugadas a 720 x g a 4°C por 10 min e o sedimento foi
ressuspenso em meio DMEM completo. Em seguida, as células foram
contadas em camara de Neubauer e plagueadas na concentracdo de 2x10°

por pogo, em placas de 24 pocgos, para execug¢ao dos experimentos.

5.4 Cultura de Leishmania

Culturas axénicas de promastigotas de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba-
125)e L. major (MHOM/RI/-/\WR-173)foram mantidas por passagens
sucessivas em meio Schneider's Insect Medium (Sigma-Aldrich)
suplementado com 50 pg/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 10% de
sorobovino fetal (Gibco®), segundo protocolo modificado de Gomes e
colaboradores 2003.As formas promastigotas foram cultivadas por 3 a 5 dias
em estufa B.O.D. a 24°C e o crescimento foi acompanhado diariamente, pela
contagem em camara de Neubauer. Ao atingirem a fase estacionaria, as
formas promastigotas foram repicadas ou utilizadas nos experimentos. As
repicagens foram realizadas por até seis vezes consecutivas e em

concentracdes entre 5x10° e 5x10° por mL.

Nos experimentos, as placas com células infectadas com L. amazonensis
foram incubadas em estufa a 35°C e as infectadas com L. major a 37°C,

ambas suplementadas com 5% de CO; e 95% de umidade.
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5.5 Separagdo de promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou L. major

Promastigotas de L. amazonensis ou L. major em fase estacionaria foram
submetidas a separacdo de formas metaciclicas infectivas utilizando
gradiente de Ficoll-Paque como descrito por Spath e Berveley (2001).
Inicialmente, os parasitos foram recolhidos e lavados em meio DMEM
completo a 1.781 x g por 10 min a 25°C. Apdés a centrifugacédo, o
sedimentofoi ressuspendido em DMEM completo e os parasitos foram
contados em camara de Neubauer. Em seguida, para a separagdo das
metaciclicas, 2x10° parasitos foram adicionados em 2 mL de DMEM e sob
este volume foram adicionados 2 mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-
Sciences) 10% diluido em Meio 199 (Sigma-Aldrich) e 2 mL de Ficoll-Paque
a 40% diluido em PBS. O gradiente foi submetido a centrifugagédo a 365 x g a
25°C por 10 min com a desaceleracao ajustada para zero. As metaciclicas
acumuladas na fase do Ficoll 10% foram recolhidas e lavadas duas vezes
com solugado de NaCl 0,9% a 1.781 x g por 10 min a 25°C. A contagem dos
parasitos foi realizada em camara de Neubauer e os parasitos foram

utilizados em concentragcdes de acordo com o0s experimentos.

5.6 Avalia¢ao da atividade hidrolitica do vacuolo parasitéforo de L. amazonensis

ou L. major por degradacao do DQ-BSA

I 24 h I 4h I 3h I 210u45h I I
[ | | | | |

[

Plagueamento
M® de CBA

Infecgao com L Fixagao com PFA Avaliagao do % de
Incubagao com A 4% e co-localizagao dos
DQ-BSA™ aTa;c;’.]gffS"_sﬁu L imunomarcagéo com parasitos com
- majorto: anti-Leishmania DQ-BSA™

]

A capacidade hidrolitica de vacuolos parasitoforos de macréfagos
infectados por L. amazonensis ou L. major foi avaliada utilizando DQ-BSA™
(DQ™ Red BSA; Molecular Probes), que ¢é internalizado pela via endocitica e
uma vez hidrolisado por acdo de enzimas hidroliticas presentes nos
endossomas tardios/lisossomas torna-se fluorescente, como descrito por
Lerena e Colombo (2011). Macréfagos de camundongos CBA (2x10°) foram

plagueados em pogos de placas de 24 pocos em meio DMEM completo.
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Apods 24h, as células foram lavadas com solugéo de NaCl 0,9% e incubadas
com 10mg/mL de DQ-BSA por 4h a 37°C. As células foram entdo lavadas
com solugdo de NaCl 0,9% e infectadas com promastigotas metaciclicas de
L. amazonensis ou L. major, na propor¢éo de 5:1. Transcorridas 3 horas de
infeccdo,as células foram lavadas para remocao dos parasitos nao
internalizados e reincubadas por tempo adicional de 3, 21 e 45 h, totalizando
6, 24 e 48h respectivamente. Apds os diferentes tempos, as células foram

fixadas com paraformaldeido 4% e armazenadas a 4°C.

5.7 Marcagao de vacuolos parasitéforos induzidos porl. amazonensis oul. major

com a sonda lisossomal Lysotracker

24 h | 3h | 190ud3h 2h | I
| | | | | 1

[

~ Fixagdo com PFA Avaliagdo do % de
Infecgao com L. = 0 Pa=
Plagueamento i ——— L Incubagao com 4% e co-localizagao dos
M® de CBA g X avagem Lysotracker® imunomarcacédo com parasitos com
L. major (5:1) L .
anti-Leishmania Lysotracker®

]

Para caracterizar o vacuolo induzido por L. amazonensis ou L. major
quanto a caracteristicas lisossomais foi utilizado o LysoTracker® Red DND-
99 (Molecular Probes), como descrito por Aguilera e colaboradores (2009).
Macréfagos de camundongos CBA (2x10°) foram semeados em pocos de
placas de 24 pogcos em meio DMEM completo. Apds 24 h, as células foram
lavadas com solugdo de NaCl 0,9% e infectadas com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis ou L. major, na proporcao de 5:1.
Transcorridas 3 h de infecgdo,as células foram lavadas para remogao dos
parasitos ndo internalizados e reincubadas por tempo adicional de 19 e 43 h.
Em seguida, os macrofagos foram incubados com 1 pM de LysoTracker® Red
DND-99 (Molecular Probes) por 2 h, totalizando 24 e 48 h de infecgao. Apos
o tempo de incubagédo, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e

armazenadas a 4°C.

| 24 h | 3h | 2lou45h | |
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5.8 Avaliagao da presenga de LAMP e LC3 nos vacuolos parasitéforos induzidos

por L. amazonensis ou L. major

Macréfagos de camundongos CBA (2x10°) foram semeados em pocos de
placas de 24 pogos em meio DMEM completo. Apos 24 h, as células foram
lavadas com solugdo de NaCl 0,9% e infectadas com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis ou L. major, na propor¢édo de 5:1.
Transcorridas 3 h de infecgdo,as células foram lavadas para remogao dos
parasitos ndo internalizados e reincubadas por tempo adicional de 19 e 43 h.
Apo6s o tempo de incubagéo, as células foram fixadas com paraformaldeido
4% e armazenadas a 4°C. Posteriormente, foi realizada marcagdo para

Lamp-1 e LC3, seguindo o protocolo descrito em 4.70 Imunomarcagéo.

5.9 Marcacao de L. amazonensis ou L. major com carboxifluoresceina
succinimidil éster (CFSE)

Para avaliar a presenga de LC3 nos vacuolos parasitéforo de L.
amazonensis ou L. major foirealizada a marcacao dos parasitos com CFSE
(Sigma-Aldrich, 21888),segundo protocolo modificado de Chang e
colaboradores (2007). A marcagédo com CSFE foi necessaria uma vez que,
tanto o anti-LC3 quanto o anti-Leishmania sado produzidos em coelho,
inviabiliza a distingdo entre as duas marcagdes.Os parasitos (10%) foram
incubados em 4 mL de solugdo de NaCl 0,9% contendo 1 uM de CFSE, por
15 minutos a 37°C, ao abrigo da luz. Em seguida, para finalizar a reagéo, foi
adicionado o0 mesmo volume de soro fetal bovino. Apds 1 min de incubacao,
os parasitos foram lavados duas vezes com solu¢do de NaCl 0,9%a 1.781 x g
por 10 min a 4°C. A contagem dos parasitos foi realizada em camara de
Neubauer e os parasitos foram utilizados em concentracées de acordo com

0s experimentos.

5.10 Imunomarcac¢ao

As células fixadas com solugao de paraformaldeido 4% foram lavadas 3

vezes com PBS (do inglés Phosphate Buffered Saline) e incubadas com
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NH4Cl 50mM durante 15min. Posteriormente, as células foram lavadas com
PBSe permeabilizadas durante 30min, utilizando PBST 2% (2% de Tween 20
em PBS). Em seguida, as células foram lavadas com PBST 0,1% e foi
realizado o bloqueio de ligagdes inespecificas com PBST 0,1% contendo
10% de soro de camundongo (abcam, ab7486) inativado e 0,1% de gelatina
de teledsteos (Sigma-Aldrich) por 40 min. Apdés o tempo de bloqueio, as
células foram incubadas com o anticorpo primario (Tabela 1) diluido em
PBST-gelatina 0,1%, por 16h a 4°C. Como controle negativo da
imunomarcagéao, as células foram incubadas com soro ou imunoglobulina G
(IgG) do animal de origem do anticorpo primario em concentragao
equivalente a que foi utilizada no anticorpo primario. Subsequentemente, as
células foram lavadas trés vezes com PBST 0,1% e expostas ao anticorpo
secundario conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor (1:200). Por fim, as células
foram lavadas trés vezes com PBST 0,1% seguidas de trés lavagens com
PBS e as laminas foram entdo montadas utilizando o kit Vectashield com
DAPI (VECTOR). As imagens foram adquiridas em microscopio de
fluorescéncia Olympus-BX51 (Olympus) no aumento de 400x. Todos os
passos, em que a temperatura nao foi mencionada, foram realizados a

temperatura ambiente.



Tabela 1: Anticorpos utilizados em imucitoquimicas de macréfagos infectados com L. amazonensis ou L. major
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Anticorpo primario Fabricante Diluicéo Origem Controle negativo Fabricante Anticorpo secundario Fabricante
anti-Leishmania Riode janaio 11000 Codho  Soodecostho g fR l  SCELIE rEae MOl?Zlg%gé?beS
anti-LC3 Sig(’f%ﬁ'g; feh 1200  Coelho  IgG de Coelho Sig{}"_gﬂ'g; feh aniloe de coeo Mo'e(f\‘j'% iy {;’bes
mivwp SRS 120 G hodecsa  SOTEAMCH  episbdocati ol e
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5.11 Analise das imagens

As imagens do nucleo corado com DAPI (azul), Leishmania marcada
com anticorpo anti-Leishmania (verde), dos marcadores estudados
(vermelho) e da fase foram adquiridas em microscépio de fluorescéncia
Olympus-BX51 (Olympus). Em seguida,as imagens foram montadas no
programa Adobe Photoshop CS6 e a quantificagéo de células infectadas e da
co-localizacédo (amarelo) dos parasitos com o marcadorfoi realizada
manualmente no programa Image-Pro® Plus Version 6.2 (Media
Cybernetics).O percentual de co-localizagéo foi determinado pela raz&o do
numero de células com co-localizagdo dos parasitos com o marcador pelo

numero de células infectadas.

5.12 Producdo de bactérias quimicamente competentes

Bactérias E. coli DH5-a™ foram cultivadas em meio Luria-Bertani (LB)
(1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura e 170 mM de NaCl) 37°C, a 250
rpom por 18 h. Decorrido este intervalo, 50 ul da cultura foram transferidos
para um tubo com 10 mL de meio LB e submetido a agitagédo, nas condigbes
anteriormente citadas, por 2h e 30min. Apds mensuracdo da densidade
optica (D.O.) da cultura em espectrofotémetro Ultrospec 2000 (Pharmacia
Biotech) sob comprimento de onda de 600 nm e obtido um valor entre 0,2 e
0,3, as bactérias foram colocadas no gelo por 10 min e, em seguida,
submetidas a uma centrifugagdo de 5 min a 1800xg a 4°C. Para tornar as
bactérias quimicamente competentes, o sedimento foi ressuspenso em 10mL
de CaCl, (50 mM) e a solugao centrifugada por 5min a 1800xg e 4°C. O
sedimento foi novamente ressuspenso em 1 mL de CaCl, (50 mM) e
aliquotado em volumes de 100 pL. As bactérias quimicamente competentes

foram entao transformadas com o plasmideo de interesse.

5.13 Transformacao de bactéria E. coli quimicamente competente

Uma aliquota de 100 pL de bactérias DH5-a competentes foi

transformada com cerca de 100ng do plasmideo de interesse: pmRFP-LC3
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(Addgene plasmid 21075)ou pmRFP-C1 (plasmideo gentiimente cedido por
Tamotsu Yoshimori, Universidade de Osaka). Em seguida, esta
ressuspensao foi mantida em gelo por 30 min, submetida a um choque
térmico na temperatura de 42°C por 90 seg e recolocada em gelo. Apds
30seg, 1 mL de LB foi adicionado em cada uma das aliquotas e estas foram
incubadas a 37°C por 1 h para permitir que a bactéria expressasse o gene de
resisténcia ao antibidtico de selecdo. Cerca de 100 uL das bactérias
transformadas foram distribuidas em placas de Petri contendo meio LB-agar
e o antibiético de selecdo kanamicina (50 yg/mL). As placas foram incubadas

em estufa a 37°C por 16 h e alocadas em geladeira a 4°C.

5.14 Extragao do plasmideo das coldnias transformadas

As coldnias transformadas foram cultivadas em 25 mL de meio LB com 50
Mg/mL de kanamicina a 37°C, 250 rpm por 18h. Apdés o crescimento, foi
realizada a extracdo dos plasmideos por meio do Plasmid® Mini Kit
(QIAGEN), de acordo com o protocolo do fabricante. Os plasmideos foram
quantificados utilizando o NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific) e
visualizado em gel de agarose a 1,5%. Uma aliquota de 800 pL do meio de
cultura contendo as bactérias foram semeados em criotubos contendo 70 uL
de DMSO e preservados a -70°C.

5.15 Transfec¢ao

Células de linhagem macrofagicaRAW 264.7 foram transfectadas com
os plasmideo pmRFP-LC3 ou pmRFP-C1 pelo método Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen). As células foram semeadas em placas de 24 pogos na
concentracdo de 2x10° células por pogo com meio DMEM sem antibiético.
Apds 24h, o meio de cultura foi removido e foi adicionado 500 yL de meio
sem antibidtico e sem soro bovino fetal. Cerca de 800 ng da solugao
contendo o plasmideo de interesse foi diluida em 50 uL de meio DMEM sem
antibiotico e sem soro bovino fetal e paralelamente 0,8 pL da solugao de
lipofectamine foi diluida no mesmo volume de meio, as solugées foram entao

combinadas e incubadas por 30min a temperatura ambiente. Apdés o tempo
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de incubacdo, 100 pL dessa solugao de lipossoma contendo o plasmideo de
interesse foi adicionada as células que foram incubadas por 5h a 37°C.
Decorridas 5h, foram adicionados 400 yL de meio DMEM completo. No dia
seguinte, foi iniciado o processo de selegdo das células com expressao
estavel dos plasmideos com a adicao do antibiético G418 (Sigma-Aldrich) na

concentragao de 600 ug/mL ao meio de cultura.

5.16 Avaliagao do efeito da superexpressao de LC3 no curso da infecgao

I 24 h | 6h | 0.18ou42h |
| 1 | | |

lieeeE® G Determinacao do
Plaqueamento amazgonensis 0[‘] L Fixagdo com PFA % de células
RAW-pmRFP-LC3 ! i avagem 4% infectadas e da
L. major (10:1) o
carga parasitaria

Células RAW superexpressando LC3 foram infectadas com

promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou L. major na proporgao de
10:1. Apds 6h, tempo zero, as células foram lavadas para remogao dos
parasitos n&o internalizados e reincubadas por 18 e 42 h, totalizando 6, 24 e
48 h de infecgdo. Apds os diferentes tempos de incubacéao, as células foram
fixadas com PFA 4%durante 15 min e montadas utilizando o kit Vectashield
com DAPI (VECTOR), como descrito por Huynh e colaboradores (2006). Em
seguida,as imagens foram adquiridas em microscopio de fluorescéncia
Olympus-BX51 (Olympus) no aumento de 400x. A porcentagem de células
infectadas e a carga parasitaria foi determinada por meio de contagem

utilizando o programa Image-Pro® Plus Version 6.2 (Media Cybernetics).
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Para analise do
Binding as células
foram fixadas apos

a lavagem

5.17 Avaliagao do efeito da superexpressado de LC3 na interagao (binding) e

fagocitose

Com intuito de avaliar o efeito da superexpressao de LC3 no binding e
fagocitose de L. amazonensis ou L. major, células RAW superexpressando
LC3 foram plaqueadas em pogos de 24 pocos em meio DMEM completo.
Apbs 24h, as células foram lavadas com solugéo de NaCl 0,9% e incubadas
com meio DMEM [suplementado com 25 mM de HEPES (acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfénico) pH 7,4, 2 mM de glutamina,
bicarbonato de sodio 0,2 g/L e 10% de soro bovino fetal] por 10 min a 4°C.
Em seguida, as células foram incubadas com promastigotas metaciclicas de
L. amazonensis ou L. major na proporgao de 10:1 e centrifugadas a 4°C por
5 min a 720 x ge incubadas a 4°C por mais 5 min, esta etapa permite a
interacdo sem que haja fagocitose dos parasitos. Apds esse periodo as
células foram lavadas para remocao dos parasitos nao internalizados. Para o
estudo de interagao as células foram fixadas com paraformaldeido 4% e para
estudo da fagocitose as células foram reincubadascom meio DMEM completo
em estufa suplementada com 5% de CO, e 95% de umidade. Apds 1 h, as
células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 15min e montadas
utilizando o kit Vectashield com DAPI (VECTOR), como descrito por Huynh e
colaboradores (2006). Em seguida, as imagens foram adquiridas em

microscopio de fluorescéncia Olympus-BX51 (Olympus) no aumento de 400x.

5.18 Analise estatistica
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Os graficos e a analise estatistica foram realizados utilizando o programa
GraphPad Prism, versdo Mac 5.0c - GraphPad Software. Os graficos em
barra representam as médias + SD (desvio padrdo) dos grupos dentro de um
experimento. Os dados obtidos foram primeiramente submetidos a analise
estatistica descritiva, obtendo-se média, mediana, valor maximo e valor
minimo. A hipotese da normalidade dos dados foi testada pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov e para comparagao entre dois grupos entre si, com
distribuigdo normal, foi utilizado o teste t de Student ndo pareado e como
teste ndo paramétrico o de Mann-Whitney. As diferencas entre os grupos

foram consideradas estatisticamente significante quando o valor de p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Caracterizacdo do vacuiolo parasitéforo quanto a caracteristicas autofagicas

Com intuito de avaliar a presenga de atividade hidrolitica no vacuolo
parasitéforo de L. amazonensis ou L. major, macréfagos de camundongo
CBA foram incubados com DQ-BSA™, marcador funcional de
compartimentos degradativos, conforme descrito em Material e Métodos (item
4.6). A figura 3 ilustra as imagens de culturas de macréfagos infectados por
L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde observa-se a co-localizagéo dos
parasitos marcados em verde com os vacuolos parasitéforos marcados com
DQ-BSA™ em vermelho. Apds 24 h de infeccao, foi observado que em
20,97% dos macréfagos infectados com L. amazonensis houve co-
localizagdo dos parasitos marcados com vacuolos contendo DQ-BSA™
hidrolisado. Por outro lado, nos macrofagos infectados com L. major o
percentual de co-localizacao foi de 59,47% (p < 0,01, Figura 3). Resultado
similar foi observado no tempo de 48 h, no qual houve 20,75% de co-
localizagdo nos macrofagos infectados com L. amazonensis, enquanto que a
co-localizagao foi de 47,14% em macrofagos infectados com L. major (p <
0,01, Figura 4).
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Figura 3—Marcagdaocom DQ-BSA™ de macrofagos infectados com L. amazonensis ou
L. majorpor microscopia de fluorescéncia.Macrofagos de camundongos CBA foram
incubados por 4 h com 10 mg/mL de DQ-BSA™ (vermelho) e em seguida infectados com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis(A-E) ou L. major(F-J), na proporgéo de 5:1.
Apés 3 horas de infecgdo,as células foram lavadas para remocdo dos parasitos nao
internalizados e reincubadas por tempo adicional de 21 e 45 h. Posteriormente, as células
foram marcadas com anticorpo anti-Leishmania seguido pelo anticorpo secundario anti-IgG
de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488.0s nucleos celulares foram marcados
com DAPI (azul). As cabegas de setabrancas correspondem a co-localizagdo de Leishmania
com DQ-BSA™. As micrografias foram obtidas sob a magnificacdo de 400x.
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Figura 4-Percentual de co-localizacdo de L. amazonensis ou L. major com vacuolos
contendo DQ-BSA™ hidrolisado. Macréfagos de camundongos CBA, previamente
incubados com DQ-BSA™, foram infectados comL. amazonensis ou L. major. Em seguida,
as células foram marcadas com anticorpo anti-Leishmania seguido pelo anticorpo secundario
anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 48. Em seguida, as imagens
adquiridas foram montadas e foi realizada a quantificagdo do percentual de co-localizagdo de
L. amazonensis (barra branca) ou L. major (barra cinza) com o DQ-BSA™. Experimento
representativo de trés realizados realizados em quintuplicata. Teste t de Student ***p< 0,001.
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Adicionalmente, foi estimada a co-localizacdo dos vacuolos marcados
com LysoTracker®, que se acumula em compartimentos lisossomais, e os
parasitos. A figura 5 ilustra as imagens de culturas de macréfagos infectados
por L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde observa-se a co-localizagao
dos parasitos marcados em verde com os vacuolos parasitoforos marcados
com LysoTracker®em vermelho. A co-localizagdo dos vactiolos marcados
com LysoTracker® e os parasitos foi quantificada e observou-se que, em
31,62% dos macréfagos infectados com L. amazonensis, houve co-
localizagdo dos parasitos marcados com vacuolos contendo LysoTracker®.
Por outro lado, em macréfagos infectados por L. major, foi observada co-
localizagdo em 50,74% (p < 0,01, Figura 6). Essa diferenca no percentual de
co-localizacao foi mantida apdés 48h de infecgéo, observada em 31,91% dos
macrofagos infectados por L. amazonensis e em 46,88% daqueles infectados
por L. major (p < 0,01, Figura 6).
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Figura 5- MarcagéocomLysoTracker®de macréfagos infectados com L. amazonensis
ou L. majorpor microscopia de fluorescéncia.Macréfagos de camundongos CBA foram
infectados com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis(A-E)ou L. major (F-J), na
proporcao de 5:1. Apds 3h de infecgao, as células foram lavadas para remocgéo dos parasitos
nao internalizados e reincubadas por tempo adicional de 19 ou 43 h. Apos este periodo, as
células foram incubados com LysoTracker®(vermelho). Posteriormente, as células foram
marcadas com anticorpo anti-Leishmaniaseguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de
coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (verde).Os nucleos celulares foram
marcados com DAPI (azul). As cabecgas de setabranca correspondem a co-localizagéo de
Leishmania com Lysotracker®. As micrografias foramobtidas sob a magnificagcdo de 400x.
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Figura 6-Percentual de co-localizacdo de L. amazonensis ou L. major marcados com
vacuolos contendo LysoTracker®. Macrofagos de camundongos CBA foram infectados
com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis ou L. major, na propor¢édo de 5:1.
Macrofagos de camundongos CBA foram infectados com L. amazonensis ou L. major e, em
seguida, incubados com LysoTracker®. Posteriormente, as células foram marcadas com
anticorposanti-Leishmaniaseguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado
ao fluoréforo Alexa Fluor 488.Em seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi
realizada a quantificagdo do percentual de co-localizagdo de L. amazonensis (barra branca)
ou L. major (barra cinza) com o Lysotracker®. Experimento representativo de dois
realizadosem quintuplicata. Teste t de Student ***p< 0,001, ** p< 0,01.
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Apds caracterizarmos os vacuolos induzidos por L. amazonensis ou L.
major utilizando marcadores soluveis, avaliamos a presen¢a dos marcadores
de membrana: LAMP, proteina de compartimento lisossomal, e LC3, proteina
especifica de autofagossomo. A figura 7 ilustra as imagens de culturas de
macrofagos infectados por L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde
observa-se a co-localizacdo dos parasitos marcados em verde com a
proteina LAMP marcada em vermelho. Pelo fato de LAMP ser uma proteina
de compartimento lisossomal, esperavamos uma marcagado pontual, no
entanto a observagdo das imagens 7C e H demonstraram uma marcagao
difusa presente em todo citoplasma das células. Com intuito de obter uma
marcagao de LAMP com padréo caracteristico (KORNER et al., 2006; LANG
et al.,, 1994; REAL e MORTARA, 2012; RUSSELL et al., 1992) diminuimos a
concentracdo do anticorpo utilizado no processo de imunomarcagido. No
entanto, o padrao de marcagdo manteve-se o mesmo, diminuindo apenas em
intensidade (dado ndo mostrado). Assim, a quantificacdo da co-localizagédo
dos vacuolos marcados com anti-LAMP e os parasitos foi determinada na
maior concentracdo de anticorpo anti-LAMP. Nao foi observada diferenca no
percentual de co-localizaggdgo de LAMP com L. majorou L.

amazonensis,(Figura 8).
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Figura 7- Marcacao com anti-LAMPde macréfagos infectados com L. amazonensis ou
L. majorpor microscopia de fluorescéncia.Macrofagos de camundongos CBA foram
infectados com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis(A-E)ou L. major (F-J), na
proporcao de 5:1. Apds 3h de infecgao, as células foram lavadas para remocgéo dos parasitos
nado internalizados e reincubadas por tempo adicional de 21 ou 45h. Posteriormente, as
células foram marcadas com anticorpo anti-Leishmaniae anti-LAMP seguido pelo anticorpo
secundario anti-IgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (verde) e anti-IgG de
cabra conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (vermelho), respectivamente.Os nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As cabegas de setabranca correspondem a co-
localizacdo de Leishmania com LAMP. As micrografias foram oobtidas sob a magnificagéo
de 400x.
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Figura 8-Percentual de co-localizagdo de L. amazonensis ou L. major com a proteina
LAMP. Macrofagos de camundongos CBA foram infectados com L. amazonensis ou L.
major.Em seguida, as células foram marcadas com anticorpo anti-Leishmania e anti-LAMP
seguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor
488 e anti-lgG de cabra conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488, respectivamente. Em
seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi realizada a quantificacédo do percentual
de co-localizagéo de L. amazonensis (barra branca) ou L. major (barra cinza) com LAMP. Um
experimento realizado em quintuplicata. Teste t de Student.
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Em seguida, para melhor investigar a possivel interacdo dos vacuolos
parasitéforos de Leishmania com a via autofagica, avaliamos a marcagao de
LC3 enddégeno em vacuolos induzidos por L. amazonensis ou L. major. A
figura 9 ilustra as imagens de culturas de macréfagos infectados por L.
amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde observa-se a co-localizagao dos
parasitos marcados em verde com a proteina LC3 marcada em vermelho. Foi
observada a expressao de LC3 enddgeno tanto nos vacuolos parasitoforos
induzidos por L. amazonensis quanto aqueles induzidos por L. major. No
entanto, houve maior percentual de co-localizacédo de LC3 com parasitos em
macrofagos infectados com L. amazonensis, 28,39%, em comparagdo com

aqueles infectados com L. major, 7,02% (p< 0,01, Figura 10).

Uma analise mais cuidadosa das imagens revelou que algumas
células marcadas com o anti-LC3 exibem padrédo de marcagao similar ao
observado com a marcagéo do parasito com carboxifluoresceina (Figura 11).
Assim, ha a possibilidade desse achado ter interferido na quantificacao da co-
localizacdo dos parasitos marcados com carboxifluoresceina, em verde, e

pela proteina LC3, em vermelho.
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Figura 9- Marcagcao com anti-LC3de macréfagos infectados com L. amazonensis ou L.
majorpor microscopia de fluorescéncia. Macréfagos de camundongos CBA foram
infectados com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis(A-E)ou L. major (F-J)
previamente marcadas com carboxifluoresceina (verde). Apés 3h de infecgdo, as células
foram lavadas para remogdo dos parasitos ndo internalizados e reincubadas por tempo
adicional de 21 ou 45 h. Posteriormente, as células foram marcadas com anticorpo anti-
LC3seguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa
Fluor 568 (vermelho).Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As cabegas de
setabranca correspondem a co-localizagdo de Leishmania com LC-3. As micrografias foram
oobtidas sob a magnificagao de 400x.
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Figura 10- Percentual de co-localizagao de L. amazonensis ou L. major com a proteina
LC3.Macréfagos de camundongos CBA foram infectados com promastigotas metaciclicas de
L. amazonensis ou L. major, na proporcao de 5:1. Macréfagos de camundongos CBA foram
infectados com L.amazonensis ou L. major. Posteriormente, as células foram marcadas com
anticorpo anti-LC-3 seguido pelo anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao
fluoréforo Alexa Fluor 568.Em seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi
realizada a quantificacdo do percentual de co-localizagdo de L. amazonensis (barra branca)
ou L. major (barra cinza) com LC-3. Experimento representativo de dois realizados em
quintuplicata. Teste Mann-Whitney, * p< 0,01.
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Figura 11-Marcagao com anti-LC3 de macrofagos infectados por L. amazonensis ou L.
major. A - Macrofago marcado com o anti-LC3 com padrdo de marcagdo similar ao do
parasito com carboxifluoresceina. B -Macréfago marcado com o anti-LC3 com padrdo de
marcagao distinto ao do parasito com carboxifluoresceina. Macréfagos de camundongos
CBA foram infectados com promastigotas metaciclicas de L.amazonensisou L. major
previamente marcadas com  carboxifluoresceina (verde), na proporgdo de
5:1..Posteriormente, as células foram marcadas com anticorpo anti-LC3seguido pelo
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 568
(vermelho).As cabegas de setabranca correspondem a marcagédo similar do macrofago
marcado com o anti-LC3 e do parasito com carboxifluoresceina. As micrografias foram
oobtidas sob a magnificagdo de 400x.
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6.2 Expressao LC3

Com intuito de se obter células superexpressando LC3 de maneira
estavel, foi realizada a transfecc¢ao de células J774 com o plasmideo pmRFP-
LC3. Apds o processo de selecdo nao foi observada células J774
superexpressando a proteina recombinante LC3-RFP. Assim, células RAW
foram utilizadas nos experimentos de transfecgdo, uma vez que, sdo mais
faceis de serem transfectadas. A andlise em microscépio de fluorescéncia
revelou que apenas cerca de 1% das células estavam expressando a
proteina recombinante. Assim, afim de realizar o isolamento de clones
superexpressando LC3 e obter culturas mais homogéneas, as células
transfectadas foram plaqueadas apds diluigdo limitante em placas de 96
pocos, para obter uma concentracao aproximada de uma célula por poco.
Apos 15 dias de incubagcdo com o antibidtico de selegcdo, a expresséo da
proteina recombinante LC3-RFP foi novamente analisada por microscépio de
fluorescéncia e obtivemos 2 clones superexpressando a LC3. Como é
possivel observar na figura 12, as células transfectadas com o plasmideo
pmRFP-LC3 apresentaram um padrdo caracteristico de marcacao pontual
enquanto que as transfectadas com o pmRFP-C1, plasmideo controle,

apresentaram uma marcacao difusa no citoplasma das células.



RAW pmRFP-LC3

RAW pmRFP-C1

Figura 12— CélulasRAW transfectadas. Células RAW foram ftransfectadas com o
plasmideo (A) pmRFP-LC3 e (B)pmRFP-C1. Em seguida, foram cultivadas em placas de 24
pocos e fixadas com PFA 4%. Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As
micrografias foram obtidas sob a magnificagdo de 400x.
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6.3 Efeito da superexpressio da LC3 em células RAW infectadas com L.

amazonensis ou L. major

Afim de avaliar o efeito da LC3 na infecgao por L. amazonensis ou L.
major, células RAW-pmRFP-LC3 foram infectadas com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis ou L. major. Apos diferentes tempos de
infeccao as células foram fixadas e tiveram o numero de células infectadas e
0 numero de parasitos por células determinados. Foi observada uma redugéo
estatisticamente significante, de 68,75%, no percentual de infeccdo com L.
amazonensis nas células RAW-pmRFP-LC3 em comparagédo as RAW
pmRFP-C1, no tempo de 6 h (Figura 13 A). Esta diferenga reduziu para 62,55
e 40,2% nos tempos de 24 e 48 h, respectivamente. Similarmente, houve
uma reducdo estatisticamente significante no numero de parasitos
internalizados por célula de 35 e 13,4% nas células RAW-pmRFP-LC3 em
relacdo as células controle RAW pmRFP-C1, nos tempos de 6 e 24 h,

respectivamente (Figura 13 B).

Como nos ensaios com L. amazonensis, a superexpressao de LC3
reduziu o percentual de células RAW-pmRFP-LC3 infectadas com L. major
quando comparado ao controle. Observou-se uma reducgao de 88 e 72% no
percentual de células infectadas nas células RAW-pmRFP-LC3 em
comparagao as células controle RAW pmRFP-C1, nos tempos de 6 e 24 h,
respectivamente (Figura 13 C). No entanto, ndo foi observada diferenca

estatisticamente significativa na carga parasitaria (Figura 13 D).
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Figura 13- Efeito da superexpressido de LC3 na infecgdo de células RAW pmRFP-LC3.
Células RAW pmRFP-LC3 e RAW pmRFP-C1 foram cultivadas em placas de 24 pogos e
infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis (A e B) ou L. major (C e D) ,
na proporgao de 10:1. Apés 6 h de infegdo as células foram lavadas e re-incubadas por um
periodo adicional de 18 e 42 horas, totalizando 6, 24 e 48h. Apds estes periodos, as células
foram lavadas e fixadas. Em seguida, as laminulas foram montadas com Vectashield com
DAPI e micrografias foram obtidas em microscopio de fluorescéncia sob a magnificagcao de
400x. Posteriormente, foi quantificado o percentual de células infectadas e o numero de
parasitos por célula. Em cada laminula no minimo 400 células foram contadas. A e C —
Percentual de ceélulas infectadas; B e D — Numero de Leishmania por células. Um
experimento representativo de dois realizados em quintuplicata. Teste Mann-Whitney *** p <
0,001, ** p< 0,01.
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Em seguida, avaliamos se a redugao na infecgao por L. amazonensis ou
L. major nas células RAW-pmRFP-LC3estava associada com uma redugao
na interacdo, binding, dessas espécies de Leishmania com as células. Para
isso, as células foram incubadas com L. amazonensis ou L. major por 10 min
a 4°C conforme descrito em Material e Métodos (item 4.17). A
superexpressao de LC3 néao reduziu a interagdo de L. amazonensis com as
células RAW-pmRFP-LC3 em relagdo as RAW pmRFP-C1 (Figura 14 A).
Similarmente, ndo foi observada diferenca quando as células foram

infectadas com L. major (Figura 14 B).

Visto que nao houve diferenga no binding, buscamos avaliar o papel da
LC3 na capacidade fagocitica das células RAW-pmRFP-LC3. A
superexpressao de LC3 provocou uma diminuicao de 70,87% na capacidade
das células RAW-pmRFP-LC3 em comparagédo as RAW-pmRFP-C1 em
fagocitar L. amazonensis (Figura 15 A), apesar do numero de L. amazonensis
por célula infectada ndo ter sido diferente (Figura 15 B). Resultado
semelhante foi observado nas células infectadas com L. major, em que houve
uma reducéao de 77,13% na capacidade fagocitica das células RAW-pmRFP-
LC3 em relagao as células controle (Figura 15 C), sem redugédo do numero de

parasitos fagocitados por célula infectada (Figura 15 D).
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Figura 14-Efeito da superexpressao de LC3na interagao de L. amazonensis ou L. major
com células RAW.Células RAW pmRFP-LC3 e RAW pmRFP-C1 foram cultivadas em
placas de 24 pocos e incubadas com promastigotas metaciclicas delL.amazonensisou L.
major. Apos 10 min de incubagéo a 4°Cas células foram lavadas para remogao dos parasitos
nao internalizados e fixadas. Em seguida, as laminulas foram montadas com Vectashield
com DAPIe micrografias foram obtidas em microscopio de fluorescéncia sob a magnificagao
de 400x. Posteriormente, foi quantificado o bindingde A-L. amazonensis ou B - L. major com
células RAW. Em cada laminula no minimo 400 células foram contadas. Um experimento
representativo de dois realizados em quintuplicata. Teste Mann-Whitney, p> 0,05.
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Figura 15-Efeito da super-expressdao de LC3na fagocitose de L. amazonensis ou L.
major por células RAW.Células RAW pmRFP-LC3 e RAW pmRFP-C1 foram cultivadas em
placas de 24 pogos e infectadas com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis(A e
B)ou L. major (CeD). Apds 10 min de binding a 4°C,as células foram lavadas e re-incubadas
por um periodo adicional de 1 h. Apos estes periodo, as células foram lavadas e fixadas. Em
seguida, as laminulas foram montadas com Vectashield com DAPIle micrografias foram
oobtidas em microscépio de fluorescéncia sobre a magnificagdo de 400x. Posteriormente, foi
quantificado o percentual de células RAW infectadas e o niumero de parasitos por célula. Em
cada laminula no minimo 400 células foram contadas.A e C — Percentual de células RAW
infectadas; B e D — Numero de Leishmania por células. Um experimento representativo de
dois realizados em quintuplicata. Teste Mann-Whitney **p< 0,01, *p< 0,05.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo os vacuolos parasitoforos de L. amazonensis e L.
major foram caracterizados quanto a marcacao de LysoTracker e DQ-BSA
bem como quanto a presenca de LAMP e LC3 na membrana desses
compartimentos. Além disso, foi demonstrado que a superexpressao de LC3
reduz a fagocitose de L. amazonensis e L. major por células RAW, o que

resulta na redugao da infecgao.

O DQ-BSA e LysoTracker ndo sao marcadores especificos de
autofagia, contudo, seu uso em conjunto com outros marcadores de
compartimentos autofagicos € uma ferramenta adequada e importante para
monitorizar compartimentos acidos e degradativos como autofagolisossomo
(KLIONSKY et al., 2007; MITOU et al, 2009; VASQUEZ;, COLOMBO,
2009).Diversos estudos tem demonstrado que os vacuolos induzidos por
microrganismos intracelulares podem ser carregados com estes marcadores
soliveis (AGUILERA et al., 2009; BERON et al., 2002; GUTIERREZ et
al.,2004; LERENA; COLOMBO, 2011). No presente estudo foi demonstrado
que L. amazonensis e L. major residem em vacuolos que apresentam
diferengas na marcacdo pelo DQ-BSA, marcador de compartimento
hidrolitico, e com LysoTracker, marcador de compartimento lisossomal. Foi
observada uma maior co-localizacido desses marcadores com parasitos em
macrofagos infectados com L. major em comparagao com aqueles infectados

com L. amazonensis.

Previamente, Real e Mortara (2012) demonstraram que os vacuolos de
L. amazonensis e L. major sdo marcados com a sonda LysoTracker. Esses
autores ndo compararam a co-localizacdo desse marcador de
compartimentos acidos com os parasitos, eles compararam a intensidade
dessa sonda e mostraram que os vacuolos parasitéforos induzidos por L.
major apresentam menor intensidade de LysoTracker em relagdo aos de L.
amazonensis. Real e Mortara (2012) acreditam que isso se deva a um
ambiente menos acido nos vacuolos parasitéforos de L. major que seria

explicado por uma menor abundancia da bomba vacuolar H*-ATPase em
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comparagdo ao vacuolos parasitéforos de L. amazonensis. No entanto,
quando analisamos nossos achados e aqueles apresentados por Real e
Mortara (2012), sugerimos que apesar dos vacuolos induzidos por L. major
terem uma menor quantidade absoluta de LysoTracker no seu interior, devido
ao tamanho, sua concentracdo seria maior do que no vacuolo de L.
amazonensis. Em contradicao aos achados demonstrados por nés e por Real
e Mortara (2012), Cyrino e colaboradores (2012) ndo observaram marcacao
com LysoTracker no interior do vacuolo parasitéforo de L. amazonensis, a
marcacao foi observada apenas no citoplasma celular e na periferia externa
do vacuolo parasitéforo. A auséncia de marcagao do vacuolo parasitéforo
pode dever-se a concentracdo utilizada dez vezes menor que a usada no

presente estudo.

Evidéncias suportam a nogéo que as grandes dimensdes dos vacuolos
parasitéforos formados por parasitos do complexo Mexicana, diminuem a
concentragdo de enzimas hidroliticas e de espécies reativas de oxigénio,
funcionado como estratégia contra o sistema de defesa da célula hospedeira
(SACKS; SHER, 2002; WILSON et al., 2008). Assim, acreditamos que a
menor co-localizacdo de ambos os marcadores soluveis em vacuolos
contendo L. amazonensis em comparagdo com aqueles contendo L. major
esta associada a maior dimensédo dos vacuolos parasitéforos induzidos por
essa espécie de Leishmania e, como consequéncia, diluicdo dos marcadores.
Em contradigdo a essa hipotese, Beron (2002) e Aguilera e colaboradores
(2009) demonstraram que os vacuolos de grande tamanho induzidos por C.
burnetti, que apresentam semelhangas morfolégicas aos induzidos por L.
amazonensis (ANTOINE et al., 1990; MAURIN et al., 1992; VERAS et al.,
1994, 1995), sao marcados com LysoTracker, DQ-BSA e MDC, indicando
que o fato de apresentar grande dimensdao nao impede que esses
compartimentos apresentem marcadores soluveis caracteristicos de
lisossomas e autofagossomas.Diferente de nds os autores ndo objetivaram a
quantificagdo do percentual de co-localizagdo desses marcadores com C.

burnetti.

Além de demonstrarmos a presenga de marcadores solluveis no

vacuolo parasitéforo de L. amazonensis e L. major, apresentamos evidéncias
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que estes vacuolos expressam em sua membrana a proteina: LAMP-1, que é
uma proteina caracteristica de compartimento lisossomal. A presenca de
LAMP-1 no vacuolo parasitéforo de Leishmania ja foi descrita por diferentes
autores (ANTOINE et al., 1998; COURRET et al., 2002; REAL; MORTARA,
2012; RUSSEL et al., 1992). No presente estudo, avaliamos tanto a presenca
quanto a co-localizagdo de LAMP com parasitos em macréfagos infectados
por L. amazonensis ou L. major, contudo, nédo foi observada diferenga no
percentual de co-localizagao, indicando que a expressdo dessa proteina é
similar nos dois tipos de vacuolos. Uma possivel explicacdo para ndo termos
detectado diferenga no percentual de co-localizagdo é o fato do anticorpo
utilizado no estudo ao contrario do esperado ter marcado, de maneira
inadequada, todo o citoplasma das células e ndo apenas os compartimentos
lisossomais. Assim, estudos adicionais utilizando outro anticorpo contra a
proteina LAMP serdo realizados para melhor investigar e comparar a
presenca de LAMP-1 nos vacuolos parasitéforos de L. amazonensis e L.

major.

LC3 é uma proteina expressa especificamente em autofagossomos,
sendo o melhor marcador disponivel para caracterizar compartimentos
autofagicos (GUTIERREZ et al., 2005). No presente estudo, além de
evidenciarmos pela primeira vez a presenga de LC3 enddégeno em vacuolos
induzidos por duas espécies diferentes de Leishmania,L. amazonensis ou L.
major, demonstramos uma maior co-localizagédo da LC3 com L. amazonensis
do que com L. major. No entanto, existe a possibilidade desses achados
refletirem a dupla marcacéo do parasito com carboxifluoresceina em verde e
pelo anti-LC3 em vermelho. O anti-LC3 utilizado no presente trabalho é
especifico para a proteina humana e murina, contudo, por ser um anticorpo
policlonal pode estar reconhecendo epitopos comuns de LC3 no parasito.
Para responder a questdo se LC3 expressa nos vacuolos parasitéforos de
macrofagos estdo co-localizando com o0s parasitos, serdo realizados
experimentos adicionais utilizando células RAW-pmRFP-LC3 que
superexpressam LC3 de forma permanente. Iremos avaliar a co-localizacao
da LC3 com parasitos em células infectadas com L. amazonensis em

comparagao com aquelas infectadas com L. major. A presenga da LC3 ja foi
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demonstrada em vacuolos induzidos por diferentes espécies de bactéria:
Listeria monocytogenes (BIRMINGHAM et al., 2007), M. tuberculosis
(GUTIERREZ et al., 2004), C. burnetti (BERON et al., 2002; GUTIERREZ et
al., 2005), M. marinum (LERENA; COLOMBO, 2011), Salmonella enterica
(BIRMINGHAM et al., 2006), Streptococcus pyogenes (NAKAGAWA et al.,
2004) e Anoplasma phagocytophilum (NIU et al., 2008), indicando que
existe interagdo entre os vacuolos contendo bactérias com compartimentos
da via autofagica. A presenga de LC3 na infeccdo por Leishmania foi
demonstrada anteriormente por Cyrino e colaboradores (2012), eles
observaram uma maior expressao de LC3 em células RAW e em macréfagos
de medula 6ssea de BALB/c e C57BI/6 infectados por L. amazonensis em
comparagdo com as células nao infectadas. No entanto, os autores nao
investigaram a expressao da LC3 em vacuolos parasitéforos induzidos por L.

amazonensis.

Em resumo, foi observado maior percentual de co-localizagao tanto do
marcador de compartimento hidrolitico, Dg-BSA, como do marcador de
compartimento lisossomal, LysoTracker, com parasitos em macréfagos
infectados por L. major em comparagdo com aqueles infectados por L.
amazonensis. Por outro lado, houve maior co-localizagdo de LC3 enddgeno
com L. amazonensis em relagdo a L. major, sugerindo queha maior interagao
do vacuolo de L. amazonensis com compartimentos autofagicos e menor
interacdo com compartimentos lisossomais. E possivel que a interacdo com
compartimentos autofagicos funcione tanto como fonte de membrana para o
desenvolvimento do vacuolo parasitéforo, diminuindo a concentracao de
enzimas hidroliticas e espécies reativas de oxigénio neste compartimento,
como fonte direta de metabdlitos e aminoacidos que favoreceriam o
crescimento e desenvolvimento intracelular de L. amazonensis. Os achado
do presente estudo estdo em concordancia com um estudo prévio que
mostrou que vacuolos parasitéforos induzidos por Leishmania mexicana,
similares aos induzidos por L. amazonensis, interagem com a via autofagica
pois adquirem macromoléculas do citosol da célula hospedeira através de
microautofagia (SCHAIBLE et al., 1999).
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Em seguida, o papel de LC3 na infecgdo por Leishmania foi
investigado, avaliando o efeito da superexpressao dessa proteina em células
de linhagem macrofégica sobre a infec¢gao por Leishmania. A superexpressao
de LC3, ao contrario da nossa hipotese, reduziu o percentual tanto de células
infectadas por L. amazonensis como aquelas infectadas por L. major em
relacdo as células controle. Em estudo anterior foi demonstrado que células
induzidas a autofagia tanto fisiolégica como farmacolégica inibem a
capacidade fagocitica de células de mamifero (LIMA et al., 2011). Assim, nos
questionamos se a inibigdo da infecgdo observada em células
superexpressando a LC3, estaria relacionada a inibicdo na capacidade
fagocitica das células macrofagicas. Similarmente, ao efeito da indugéo de
autofagia em macréfagos, a superexpressdao de LC3 em macrofagos de
linhagem, promove inibicdo da fagocitose sem alterar o binding dos parasitos.
No estudo anterior, foi observado que a indugcdo de autofagia inibe a
capacidade fagocitica de forma inespecifica, pois tem efeito independente de
ser macrofago primario ou de linhagem, e independente do tipo de particula
testada. Gutierrez e colaboradores (2005) avaliaram o efeito da
superexpressdo de LC3 na infeccdo por C. burnetti e, em contraste ao
resultado obtido por nds, mostraram que a superexpressdo de LC3 em
células de linhagem CHO favorece a infecgdo por C. burnetti, aumenta o
numero de vacuolos por célula além de acelerar a biogénese/maturagdo dos
vacuolos contendo esta bactéria. E possivel que a indugéo da autofagia ou
superexpressao de LC3 tenha efeito inibitoério sobre a fagocitose apenas de

fagocitos profissionais, mas ndo de células ndo macrofagicas.

Uma possivel explicagao para a redugao na capacidade fagocitica das
células RAW superexpressando LC3 é a falta de membrana plasmatica
disponivel para fagocitose de L. amazonensis e L. major, comosugerido por
Lima e colaboradores (2011). Estudos ja demonstraram a comunicagao entre
as vias autofagica e fagocitica (SHUI et al., 2008; XU et al., 2007) e que estas
vias podem ser ativadas por moléculas em comum como: PI3K cinase
(PETIOT et al., 2000; VIEIRA et al., 2001) e por agonistas dos receptores
Toll-like (SANJUAN et al., 2007). Assim, a superexpressao de LC3 estaria

induzindo autofagia nas células RAW o que poderia levar a um recrutamento



78

de parte da membrana plasmatica para a formagao de autofagossomas,
impedindo assim, a internalizacdo de L. amazonensis ou L. major pela via
fagocitica. Para corroborar esta hipotese, observagbes em microscopia
eletrbnica e em microscopia de fluorescéncia serao realizadas para avaliar se
as ceélulas RAW superexpressando LC3 encontram-se em autofagia.
Adicionalmente, planejamos superexpressar LC3 em células previamente
infectadas para avaliar o verdadeiro papel de LC3 em fases mais tardias da

infecgao.

Corroborando nossa hipétese que a autofagia interfere negativamente
na fagocitose, recente estudo de Bonilla e colaboradores (2013) demonstrou
que macrofagos de medula 6ssea de camundongos knockout para Atg7,
proteina importante na elongagédo do autofagossomo, apresentam um maior
infeccdo por M.tuberculosis em comparagdo as células controle.
Adicionalmente, foi mostrado que esses macréfagos apresentam uma
redugado na conjugacgao de LC3 a fosfatidiletanolamina formando LC3-Il e que
o aumento na capacidade fagocitica esta associado a uma maior expressao
dos receptores scavenger. MARCO (do inglés macrophage receptor with

collagenous structure) e MSR1 (do inglés macrophage scavenger receptor 1).

Em nosso estudo, € possivel que a redugdo da capacidade fagocitica das
células RAW-pmRFP-LC3 esteja relacionada a uma redugdo na expressao
de receptores de membrana importantes na fagocitose de Leishmania, como
os receptores para fragdes do complemento, CR1 e CR3 (BLACKWELL et al.,
1985; MOSSER; EDELSON, 1985), e os de reconhecimento de padrdo como
receptores fucose-manose, toll-like e scavenger (GOUGH; GORDON, 2000).

Novos ensaios, com o silenciamento da LC3, serdo necessarios para a
maior compreensdo da autofagia na fagocitose de L. amazonensis ou L.
major por macrofagos. Além disso, iremos avaliar se a alteragdo na
capacidade fagocitica nas células superexpressando LC3 esta associada a
uma modulag&o na expresséo de receptores envolvidos no reconhecimento e

internalizacdo de Leishmania.
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8 CONCLUSOES

Vacuolos parasitoforos induzidos por L. amazonensis, em relacdoaos de
L. major, apresentam maior interagdo com compartimentos autofagicos e

menor interagdo com compartimentos lisossomais

A superexpressdo de LC3 reduz a infeccdo de células RAW porL.
amazonensis oulL. major por meio da inibicdo da capacidade fagocitica

destas células
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9 PERSPECTIVAS

a)

b)

Verificar por microscopia eletrbnica de transmissdo se as células
superexpressando LC3 estdo em autofagia

Avaliar a co-localizacdo de LC3 com L. amazonensisou L. major em
células RAW-pmRFP-LC3

Avaliar o efeito do silenciamento de LC3 na infecgdo porL.

amazonensis ou L. major
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Resumo

Estudos recentes demonstraram que compartimentos induzidos por
microrganismos intracelulares sao capazes de interagir com a via autofagica
e esta pode controlar ou promover o estabelecimento da infecgao a depender
da natureza do microrganismo. Até o momento, poucos estudos foram
realizados para avaliar o papel da autofagia na biogénese e maturagao dos
vacuolos parasitéforos induzidos por Leishmania. Recentemente, foi
demonstrado que em macrofagos de camundongos BALB/c, a indugdo de
autofagia provoca um aumento na carga parasitaria de L. amazonensis, no
entanto, ndo é capaz de aumentar a carga parasitaria de L. major. Além
disso, estudos indicam que vacuolos parasitéforos de L. mexicana adquirem
macromoléculas do citoplasma da célula hospedeira por meio de
microautofagia. Uma vez que L. amazonensis integra 0 mesmo complexo que
L. mexicana, nossa hipotese € que vacuolos parasitéforos induzidos por L.
amazonensis interagem com a via autofagica.Assim, o presente estudo tem
como objetivo verificar e comparar a participagado da autofagia na infecgao
por L. amazonensis ou L. major em macréfagos murinos. Inicialmente,
macrofagos de camundongos CBA foram infectados com L. amazonensis ou
L. major e incubados com LysoTracker ou DQ-BSA. Além disso, foi avaliada
a presenga de LC3na membrana destes vacuolos. Em seguida, a co-
localizagdo dos parasitos com o0s vacuolos parasitéforos contendo estes
marcadores foi quantificada. Nossos resultados demostraram um maior
percentual de co-localizagdo tanto do LysoTracker como do DQ-BSA com
parasitos em vacuolos no interior de macrofagos infectados com L. major em
comparagdao com aqueles infectados com L. amazonensis.No entanto, foi
observado um maior percentual de co-localizagdo do LC3 com parasitos em
macrofagos infectados com L. amazonensis em comparagdo com aqueles
infectados com L. major. Posteriormente, avaliamos o efeito da
superexpressao da LC3 na infec¢do por L. amazonensis ou L. major. Células
RAW foram transfectadas com o plasmideo contendo o inserto do LC3 e
infectadas com L. amazonensis ou L. major. Nos observamos uma redugéo
no percentual de infecgdo por L. amazonensis e L. major nas células RAW-

pmRFP-LC3 em comparagdo as controle. Essa diminuigdo na infecgdo se
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deu por inibicdo da fagocitose de L. amazonensis e L. major. Em conjunto,
estes dados demonstram que os vacuolos parasitéforos de L. amazonensis e
L. major interagem com compartimentos da via autofagica de forma distinta e
que a superexpressao de LC3 reduz a fagocitose de L. amazonensis e L.

major por células RAW, o que resulta na redugao da infecgéo.

Palavras-chave: Leishmania, vacuolo parasitéforo, macréfago, autofagia, LC3

Introducao

Leishmania ssp. sdo parasitos intracelulares obrigatério que vivem e
se multiplicam dentro dos vacuolos parasitéforos em macréfagos no
hospedeiro vertebrado (RUSSELLet al., 1986). Apesar dos vacuolos
induzidos por diferentes espécies de Leishmania apresentarem semelhancas
bioquimicas, esses compartimentos apresentam diferengas significativas nos
seus tamanhos. Os vacuolos parasitoforos induzidos por Leishmania
mexicana e Leishmania amazonensis apresentam grandes dimensbes e
contém uma grande quantidade de amastigotas (RABINOVITCHet al., 1985;
SHEPHERDet al., 1983; VERAS et al., 1994), enquanto que os induzidos por
Leishmania major e Leishmania donovani sdo pequenos e com pouco espago
ao redor das amastigotas (ANTOINE et al., 1998; CHANG; DWYER, 1978).

Estudos recentes demonstraram que compartimentos induzidos por
microrganismos celulares sao capazes de interagir com a via autofagica,
adquirindo  caracteristicas  autofagossomais (BERONet al., 2002;
GUTIERREZet al., 2005). A autofagia é um processo conservado
evolutivamente, responsavel pela degradacdo de organelas e proteinas
durante a diferenciagéo celular e em situagbes de estresse (PINHEIROet al.,
2009). Nesse processo, os componentes citosolicos sao englobados por um
compartimento denominado de autofagossomo que, posteriormente, se
fusiona com lisossomos. As fases inicias de formagdo do autofagossomo
dependem da associagao da proteina VPS34 em um complexo, que se
associa a uma outra proteina chamada beclina (LEVINE; DERETIC, 2007). A

expansao da membrana autofagossomal € um processo mediado por
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proteinas denominadas Atg (do inglés autophagy-related proteins), uma delas
€ a Atg8 que, em mamiferos, € denominada de LC3 (LANG et al., 1998;
KIRISAKOet al., 2005).

Estudos sugerem que a via autofagica desempenha um papel na
resposta imune inata protegendo a célula hospedeira contra infecgbes
causadas por microrganismos intracelulares como é o0 caso de
Mycobacterium tuberculosis e Streptococcus pyogenes (GUTIERREZ et al.,
2004, 2005; NAKAGAWA et al., 2004; LEVINE; DERETIC, 2007). No entanto,
a interagdo com a via autofagica €& favoravel a alguns patégenos
intracelulares, como Staphylococcus aureus e Coxiella burnetti (GUTIERREZ
et al., 2005; MESTRE et al., 2010; SCHNAITHet al., 2007; VAZQUEZ;
COLOMBO, 2009).

Pouco se sabe sobre a interagdo de compartimentos da via autofagica
com os vacuolos parasitéforos de Leishmania.Recentemente, Pinheiro e
colaboradores (2009) mostraram que em macrofagos de diferentes linhagens
de camundongos, a indugdo da autofagia exerce papéis distintos sobre a
infeccao por L. amazonensis. Em macrofagos de camundongos susceptiveis
da linhagem BALB/c, mas ndo em macréfagos de camundongos resistentes
da linhagem C57BL/6, a indugdo de autofagia provoca um aumento na carga
parasitaria por esta espécie de parasito (PINHEIRO et al, 2009).
Adicionalmente, estudos indicam que vacuolos parasitéforos de L. mexicana
adquirem macromoléculas do citoplasma da célula hospedeira por meio de
autofagia (SCHAIBLEet al., 1995) e que, essas macromoléculas uma vez
transferidas do citoplasma da célula hospedeira para o lumen do vacuolo
parasitéforo, podem ser endocitadas pelo parasita (RUSSELet al., 1992). Em
conjunto, esses dados apontam que a via autofagica pode ser ativada pela
infeccdo por L. mexicana, favorecendo o fornecimento de nutrientes e,
consequentemente, a sobrevivéncia deste parasito no interior dos vacuolos

parasitoforos.

Uma maior compreensao deste aspecto da infeccao por Leishmania é
fundamental para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que

incluam a modulagao da fagocitose e da autofagia. No presente estudo, com
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0 objetivo de esclarecer o papel da autofagia na maturacdo dos vacuolos
parasitéforos Leishmania, utilizaremos o modelo de macréfagos de
camundongos CBA. Nossa hipétese € que vacuolos parasitéforos induzidos
por L. amazonensis interagem com compartimentos da via autofagica,
favorecendo a sobrevivéncia do parasito em macréfagos de camundongos
CBA. Por outro lado, em macréfagos infectados por L. major haveria

interacdo restrita dos vacuolos parasitéforos com a via autofagica.

Metodologia

Obtencao de macrofagos peritoneais e cultivo de células

Macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos CBA
de acordo com o protocolo estabelecido por Gomes e colaboradoes (2003).
Os camundongos da linhagem CBA utilizados no estudo foram fornecidos
pelo Biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz - Fiocruz/BA, apoés
aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), protocolo
012/2012. Os animais foram mantidos e manipulados dentro das normas
preconizadas pela Comisséo de Etica no Uso de Animais.

As células RAW foram cultivadas em meio DMEM completo e
mantidas em cultura por até sete passagens, em estufa a 37°C suplementada
com 5% de CO, e 95% de umidade. Ao atingirem 80 a 90% de confluéncia,
as células foram incubadas com Tripsina-EDTA 1x (Gibco). As células foram
entao recolhidas e centrifugadas a 720 x g a 4°C por 10 min e o sedimento foi

ressuspenso em meio DMEM completo.

Cultura de Leishmania
Culturas axénicas de promastigotas de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba-
125)e L. major (MHOM/RI/-/WR-173) foram cultivadas sucessivas em meio
Schneider’s Insect Medium (Sigma-Aldrich) por 3 a 5 dias em estufa B.O.D. a
24°C. Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas promastigotas
metaciclicas separadas de acordo com o protoclo de Spath e Berveley
(2011).
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Avaliagao da atividade hidrolitica do vacuolo parasitoforo de L.
amazonensis ou L. major por degradagao do DQ-BSA
Macréfagos de camundongos CBA (2x10°) foram plaqueados em meio

DMEM completo e apds 24 h, as células incubadas com 10 mg/mL de DQ-
BSA por 4 h a 37°C. As células foram entdo lavadas e infectadas com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou L. major, na proporgao de
5:1. Transcorridas 3 horas de infecgao,as células foram lavadas para
remogao dos parasitos ndo internalizados e reincubadas por tempo adicional
de 3,21 e45h.

Marcacdao de vacuolos parasitéforos induzidos por L.
amazonensis oulL. major com a sonda lisossomal Lysotracker
Macrofagos de camundongos CBA foram plagueados em meio DMEM
completoe infectadas com promastigotas metaciclicas, na proporgéo de 5:1.
Transcorridas 3 h de infecgdo,as células foram lavadas para remogao dos
parasitos ndo internalizados e reincubadas por tempo adicional de 19 e 43 h.
Em seguida, os macréfagos foram incubados com 1 uM de LysoTracker® Red
DND-99 (Molecular Probes) por 2 h.

Avaliagao da presenca de LC3 nos vacuolos parasitoforos
induzidos por L. amazonensis ou L. major
Macroéfagos de camundongos CBA foram semeados em pogos de placas

de 24 pocos em meio DMEM completo e infectadas com promastigotas
metaciclicas na propor¢cao de 5:1. Transcorridas 6 h de infecgdo,as células
foram lavadas para remogéo dos parasitos nado internalizados e reincubadas
por tempo adicional de 19 e 43 h. Posteriormente, foi realizada marcagao
para LC3.

Imunomarcagao

As células fixadas com solugdo de paraformaldeido 4% foram e
incubadas com NH4Cl 50 mM durante 15 min. Posteriormente, as células
foram permeabilizadas durante 30 min, utilizando PBST 2% e foi realizado o
bloqueio de ligagdes inespecificas com PBST 0,1% contendo 10% de soro de
camundongo (abcam, ab7486) inativado e 0,1% de gelatina de teledsteos

(Sigma-Aldrich) por 40 min. Posteriormente, as células foram incubadas com
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o anticorpo primario. Subsequentemente, as células foram expostas ao
anticorpo secundario conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor e as laminas foram
entdo montadas utilizando o kit Vectashield com DAPI. As imagens foram
adquiridas em microscopio de fluorescéncia Olympus-BX51 no aumento de
400x.

Transfecgao
Células de linhagem macrofagica RAW foram transfectadas com os
plasmideo pmRFP-LC3 ou pmRFP-C1 pelo método Lipofectamine™ 2000
(Invitrogen). Para geragéo de linhagem estaveis, o antibiotico G418 (Sigma-

Aldrich) na concentragado de 600 ug/mL foi adicionado ao meio de cultura.

Avaliagdo do efeito da superexpressdo de LC3 no curso da

infecgao

Células RAW superexpressando LC3 foram infectadas com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou L. major na proporgéo de
10:1. Apds 6h, tempo zero, as células foram lavadas para remogao dos
parasitos nao internalizados e reincubadas por 18 e 42 h. Apds os diferentes
tempos de incubagédo, as células foram fixadas com PFA 4% e montadas
utilizando o kit Vectashield com DAPI (VECTOR).

Avaliagdo do efeito da superexpressao de LC3 na interagao

(binding) e fagocitose

Células RAW superexpressando LC3 foram plaqueadas em pogos de
24 pocos em meio DMEM completo. Apds 24h, as células foram lavadas com
solugédo de NaCl 0,9% e incubadas com meio DMEM [suplementado com 25
mM de HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanossulfénico) pH 7,4,
2 mM de glutamina, bicarbonato de sédio 0,2 g/L e 10% de soro bovino fetal]
por 10 min a 4°C. Em seguida, as células foram incubadas com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis ou L. major na proporgao de
10:1 e centrifugadas a 4°C por 5 min a 720 x g e incubadas a 4°C por mais 5
min, esta etapa permite a interagcdo sem que haja fagocitose dos parasitos.
Apds esse periodo as células foram lavadas para remog¢ao dos parasitos ndo

internalizados. Para o estudo de interacdo as células foram fixadas com
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paraformaldeido 4% e para estudo da fagocitose as células foram

reincubadas por 1 h,

Anidlise estatistica
Para comparagao entre dois grupos entre si, com distribuicdo normal, foi
utilizado o teste t de Student nao pareado e como teste ndo paramétrico o de
Mann-Whitney. As diferengas entre os grupos foram consideradas

estatisticamente significante quando o valor de p < 0,05.

Resultados

Com intuito de avaliar a presencga de atividade hidrolitica no vacuolo
parasitéforo de L. amazonensis ou L. major, macréfagos de camundongo
CBA foram incubados com DQ-BSA™, marcador funcional de
compartimentos degradativos. A figura 1 ilustra as imagens de culturas de
macrofagos infectados por L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde
observa-se a co-localizacdo dos parasitos marcados em verde com o0s
vacuolos parasitéforos marcados com DQ-BSA™ em vermelho. Apos 24 h de
infeccao, foi observado que em 20,97% dos macréfagos infectados com L.
amazonensis houve co-localizacdo dos parasitos marcados com vacuolos
contendo DQ-BSA™ hidrolisado. Por outro lado, nos macrofagos infectados
com L. major o percentual de co-localizagao foi de 59,47% (p < 0,01, Figura
3). Resultado similar foi observado no tempo de 48 h, no qual houve 20,75%
de co-localizagdo nos macroéfagos infectados com L. amazonensis, enquanto
que a co-localizagao foi de 47,14% em macrdéfagos infectados com L. major
(p < 0,01, Figura 1L).

Adicionalmente, foi estimada a co-localizacdo dos vacuolos marcados
com LysoTracker®, que se acumula em compartimentos lisossomais, e os
parasitos. A figura 2 ilustra as imagens de culturas de macrofagos infectados
por L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde observa-se a co-localizagao
dos parasitos marcados em verde com os vacuolos parasitoforos marcados
com LysoTracker®em vermelho. A co-localizacdo dos vactiolos marcados
com LysoTracker® e os parasitos foi quantificada e observou-se que, em
31,62% dos macréfagos infectados com L. amazonensis, houve co-

localizagdo dos parasitos marcados com vactolos contendo LysoTracker®.
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Por outro lado, em macréfagos infectados por L. major, foi observada co-
localizagdo em 50,74% (p < 0,01, Figura 2L). Essa diferenga no percentual de
co-localizacao foi mantida apds 48h de infeccao, observada em 31,91% dos
macroéfagos infectados por L. amazonensis e em 46,88% daqueles infectados

por L. major (p < 0,01, Figura 2L).

Apds caracterizarmos os vacuolos induzidos por L. amazonensis ou L.
major utilizando marcadores soluveis, avaliamos a presenga dos marcadores
de membrana: LAMP, proteina de compartimento lisossomal, e LC3, proteina
especifica de autofagossomo. N&o foi observada diferenga no percentual de
co-localizagdo de LAMP com L. amazonensis ou L. major , dado néao

mostrado.

Em seguida, para melhor investigar a possivel interagdo dos vacuolos
parasitéforos de Leishmania com a via autofagica, avaliamos a marcagao de
LC3 enddgeno em vacuolos induzidos por L. amazonensis ou L. major. A
figura 3 ilustra as imagens de culturas de macréfagos infectados por L.
amazonensis (A-E) ou L. major (F-J) onde observa-se a co-localizagado dos
parasitos marcados em verde com a proteina LC3 marcada em vermelho. Foi
observada a expressao de LC3 enddgeno tanto nos vacuolos parasitoforos
induzidos por L. amazonensis quanto aqueles induzidos por L. major. No
entanto, houve maior percentual de co-localizagao de LC3 com parasitos em
macrofagos infectados com L. amazonensis, 28,39%, em comparagdo com

aqueles infectados com L. major, 7,02% (p< 0,01, Figura 3 L).

Afim de avaliar o efeito da LC3 na infec¢ao por L. amazonensis ou L.
major, células RAW-pmRFP-LC3 foram infectadas com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis ou L. major. Foi observada uma redugao
estatisticamente significante, de 68,75%, no percentual de infec¢do com L.
amazonensis nas células RAW-pmRFP-LC3 em comparacido as RAW
pmRFP-C1, no tempo de 6 h (Figura 4 A). Esta diferenca reduziu para 62,55
e 40,2% nos tempos de 24 e 48 h, respectivamente. Similarmente, houve
uma redugdo estatisticamente significante no numero de parasitos
internalizados por célula de 35 e 13,4% nas células RAW-pmRFP-LC3 em

relacdo as células controle RAW pmRFP-C1, nos tempos de 6 e 24 h,
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respectivamente (Figura 4 B). Como nos ensaios com L. amazonensis, a
superexpressao de LC3 reduziu o percentual de células RAW-pmRFP-LC3
infectadas com L. major quando comparado ao controle. Observou-se uma
reducéo de 88 e 72% no percentual de células infectadas nas células RAW-
pmRFP-LC3 em comparacdo as células controle RAW pmRFP-C1, nos
tempos de 6 e 24 h, respectivamente (Figura 4 C). No entanto, nao foi
observada diferenga estatisticamente significativa na carga parasitaria (Figura
4 D).

Em seguida, avaliamos se a redugao na infecgéao por L. amazonensis ou
L. major nas células RAW-pmRFP-LC3estava associada com uma redugao
na interagdo, binding, dessas espécies de Leishmania com as células. A
superexpressdo de LC3 nado reduziu a interacdo de L. amazonensis ou L.
mahjor com as células RAW-pmRFP-LC3 em relagdo as RAW pmRFP-C1,
dado nao mostrado. Visto que ndo houve diferenga no binding, buscamos
avaliar o papel da LC3 na capacidade fagocitica das células RAW-pmRFP-
LC3. A superexpressdo de LC3 provocou uma diminuicdo de 70,87% na
capacidade das células RAW-pmRFP-LC3 em comparagdo as RAW-pmRFP-
C1 em fagocitar L. amazonensis (Figura 5 A), apesar do numero de L.
amazonensis por célula infectada n&o ter sido diferente (Figura 5 B).
Resultado semelhante foi observado nas células infectadas com L. major, em
que houve uma redugdo de 77,13% na capacidade fagocitica das células
RAW-pmRFP-LC3 em relagéo as células controle (Figura 5 C), sem redugéao

do numero de parasitos fagocitados por célula infectada (Figura 5 D).

Discussao
No presente estudo os vacuolos parasitoforos de L. amazonensis e L.

major foram caracterizados quanto a marcagao de LysoTracker e DQ-BSA
bem como quanto a presenca de LC3 na membrana desses compartimentos.
Além disso, foi demonstrado que a superexpressao de LC3 reduz a

fagocitose de L. amazonensis e L. major por células RAW.

O DQ-BSA e LysoTracker ndo sao marcadores especificos de
autofagia, contudo, seu uso em conjunto com outros marcadores de

compartimentos autofagicos € uma ferramenta adequada e importante para
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monitorizar compartimentos acidos e degradativos como autofagolisossomo
(KLIONSKY et al., 2007; MITOU et al., 2009; VASQUEZ; COLOMBO, 2009).
Diversos estudos tem demonstrado que os vacuolos induzidos por
microrganismos intracelulares podem ser carregados com estes marcadores
soluveis (AGUILERA et al., 2009; BERON et al., 2002; GUTIERREZ et al.,
2004; LERENA; COLOMBO, 2011). No presente estudo foi observada uma
maior co-localizacédo de DQ-BSA, marcador de compartimento hidrolitico, e
de LysoTracker, marcador de compartimento lisossomal, com parasitos em
macrofagos infectados com L. major em comparagao com aqueles infectados

com L. amazonensis.

Previamente, Real e Mortara (2012) demonstraram que os vacuolos de
L. amazonensis e L. major sdo marcados com a sonda LysoTracker. Esses
autores n&o compararam a co-localizagdo desse marcador de
compartimentos acidos com os parasitos, eles compararam a intensidade
dessa sonda e mostraram que os vacuolos parasitéforos induzidos por L.
major apresentam menor intensidade de LysoTracker em relagéo aos de L.
amazonensis. Real e Mortara (2012) acreditam que isso se deva a um
ambiente menos acido nos vacuolos parasitéforos de L. major que seria
explicado por uma menor abundancia da bomba vacuolar H+-ATPase em
comparagdo ao vacuolos parasitoforos de L. amazonensis. No entanto,
quando analisamos nossos achados e aqueles apresentados por Real e
Mortara (2012), sugerimos que apesar dos vacuolos induzidos por L. major
terem uma menor quantidade absoluta de LysoTracker no seu interior, devido
ao tamanho, sua concentracdo seria maior do que no vacuolo de L.

amazonensis.

Evidéncias suportam a nogao que as grandes dimensdes dos vacuolos
parasitéforos formados por parasitos do complexo Mexicana, diminuem a
concentragdo de enzimas hidroliticas e de espécies reativas de oxigénio,
funcionado como estratégia contra o sistema de defesa da célula hospedeira
(SACKS; SHER, 2002; WILSON et al., 2008). Assim, acreditamos que a
menor co-localizacdo de ambos os marcadores soluveis em vacuolos
contendo L. amazonensis em comparagcdo com aqueles contendo L. major

esta associada a maior dimensado dos vacuolos parasitéforos induzidos por
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essa especie de Leishmania e, como consequéncia, diluicdo dos marcadores.
Em contradigcdo a essa hipotese, Beron (2002) e Aguilera e colaboradores
(2009) demonstraram que os vacuolos de grande tamanho induzidos por C.
burnetti, que apresentam semelhangas morfolégicas aos induzidos por L.
amazonensis (ANTOINE et al., 1990; MAURIN et al., 1992; VERAS et al.,
1994), sdo marcados com LysoTracker, DQ-BSA e MDC, indicando que o
fato de apresentar grande dimenséo ndo impede que esses compartimentos
apresentem marcadores soluveis caracteristicos de lisossomas e
autofagossomas. Esses achados sao aparentemente contraditérios aos
nossos, mas diferente de nds os autores ndo objetivaram a quantificacdo do

percentual de co-localizagao desses marcadores com C. burnetti.

No presente estudo, além de evidenciarmos pela primeira vez a
presenca de LC3 enddgeno em vacuolos induzidos por duas espécies
diferentes de Leishmania, L. amazonensis ou L. major, demonstramos uma
maior co-localizagdo da LC3 com L. amazonensis do que com L. major. A
presenca da LC3 ja foi demonstrada em vacuolos induzidos por diferentes
espécies de bactéria: Listeria monocytogenes (BIRMINGHAM et al., 2007),
M. tuberculosis (GUTIERREZ et al., 2004), C. burnetti (BERON et al., 2002;
GUTIERREZ et al., 2005), M. marinum (LERENA;COLOMBO, 2011),
Salmonella enterica (BIRMINGHAM et al., 2006), Streptococcus pyogenes
(NAKAGAWA et al., 2004) e Anoplasma phagocytophilum (NIU et al., 2008),
indicando que existe interagdo entre os vacuolos contendo bactérias com
compartimentos da via autofagica. A presengca de LC3 na infecgdo por
Leishmania foi demonstrada anteriormente por Cyrino e colaboradores
(2012), eles observaram uma maior expressdo de LC3 em macrofagos
infectados por L. amazonensis em comparagdo com o0s macrofagos nao
infectados. No entanto, os autores nao investigaram a expressao da LC3 em

vacuolos parasitéforos induzidos por L. amazonensis.

Em resumo, foi observado maior percentual de co-localizagao tanto do
marcador de compartimento hidrolitico, Dg-BSA, como do marcador de
compartimento lisossomal, LysoTracker, com parasitos em macréfagos
infectados por L. major em comparagdao com aqueles infectados por L.

amazonensis. Por outro lado, houve maior co-localizagdo de LC3 enddgeno
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com L. amazonensis em relacdo a L. major, sugerindo que ha maior interagcéo
do vacuolo de L. amazonensis com compartimentos autofagicos e menor
interacdo com compartimentos lisossomais. E possivel que a interagdo com
compartimentos autofagicos funcione tanto como fonte de membrana para o
desenvolvimento do vacuolo parasitéforo, diminuindo a concentracao de
enzimas hidroliticas e espécies reativas de oxigénio neste compartimento,
como fonte direta de metabdlitos e aminoacidos que favoreceriam o
crescimento e desenvolvimento intracelular de L. amazonensis. Os achado
do presente estudo estdo em concordancia com um estudo prévio que
mostrou que vacuolos parasitéforos induzidos por Leishmania mexicana,
similares aos induzidos por L. amazonensis, interagem com a via autofagica
pois adquirem macromoléculas do citosol da célula hospedeira através de
microautofagia (SCHAIBLE et al., 1999).

Em seguida, o papel de LC3 na infecgdo por Leishmania foi
investigado, avaliando o efeito da superexpressao dessa proteina em células
de linhagem macrofégica sobre a infec¢gado por Leishmania. A superexpressao
de LC3, ao contrario da nossa hipétese, reduziu o percentual tanto de células
infectadas por L. amazonensis como aquelas infectadas por L. major em
relagdo as células controle. Em estudo anterior foi demonstrado que células
induzidas a autofagia tanto fisiolégica como farmacolégica inibem a
capacidade fagocitica de células de mamifero (LIMA et al., 2011). Assim, nos
questionamos se a inibigdo da infecgdo observada em células
superexpressando a LC3, estaria relacionada a inibicdo na capacidade
fagocitica das células macrofagicas. Similarmente, ao efeito da indugéo de
autofagia em macréfagos, a superexpressdao de LC3 em macrofagos de
linhagem, promove inibicdo da fagocitose sem alterar o binding dos parasitos.
Gutierrez e colaboradores (2005) avaliaram o efeito da superexpressao de
LC3 na infecgao por C. burnetti e, em contraste ao resultado obtido por nés,
mostraram que a superexpressao de LC3 em células de linhagem CHO
favorece a infecgcao por C. burnetti, aumenta o numero de vacuolos por
célula além de acelerar a biogénese/maturagcéo dos vacuolos contendo esta

bactéria. E possivel que a indugdo da autofagia ou superexpressdo de LC3
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tenha efeito inibitério sobre a fagocitose apenas de fagodcitos profissionais,

mas nao de células ndo macrofagicas.

Uma possivel explicagao para a redu¢ao na capacidade fagocitica das
células RAW superexpressando LC3 é a falta de membrana plasmatica
disponivel para fagocitose de L. amazonensis e L. major, como sugerido por
Lima e colaboradores (2011). Estudos ja demonstraram a comunicagao entre
as vias autofagica e fagocitica (SHUI et al., 2008; XU et al., 2007) e que estas
vias podem ser ativadas por moléculas em comum (SANJUAN et al., 2007;
VIEIRA et al.,, 2001). Assim, a superexpressao de LC3 estaria induzindo
autofagia nas células RAW o que poderia levar a um recrutamento de parte
da membrana plasmatica para a formagdo de autofagossomas, impedindo

assim, a internalizagéo de L. amazonensis ou L. major pela via fagocitica.

Corroborando nossa hipétese que a autofagia interfere negativamente
na fagocitose, recente estudo de Bonilla e colaboradores (2013) demonstrou
que macrofagos de medula 6ssea de camundongos knockout para Atg7,
proteina importante na elongagédo do autofagossomo, apresentam um maior
infeccdo por M. tuberculosis em comparagcdo as células controle.
Adicionalmente, foi mostrado que esses macréfagos apresentam uma
redugado na conjugacgao de LC3 a fosfatidiletanolamina formando LC3-Il e que
o0 aumento na capacidade fagocitica esta associado a uma maior expressao
dos receptores scavenger: MARCO e MSR1. Em nosso estudo, é possivel
que a reducgao da capacidade fagocitica das células RAW-pmRFP-LC3 esteja
relacionada a uma reducdo na expressdo de receptores de membrana
importantes na fagocitose de Leishmania, como os receptores para fragoes
do complemento (BLACKWELL et al., 1985; MOSSER; EDELSON, 1985), e
os de reconhecimento de padrédo (GOUGH; GORDON, 2000).

Em conjunto, estes dados demonstram que os vacuolos parasitéforos de
L. amazonensis e L. major interagem com compartimentos da via autofagica
de forma distinta e que a superexpressédo de LC3 reduz a fagocitose de L.
amazonensis e L. major por células RAW, o que resulta na redugdo da

infecgao.
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Figura 1— Marcacdao com DQ-BSA™ de macréfagos infectados com L. amazonensis ou L.
major por microscopia de fluorescéncia.Macréfagos de camundongos CBA foram incubados
por 4 h com 10 mg/mL de DQ-BSA™ (vermelho) e em seguida infectados com promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis (A-E) ou L. major (F-J), na proporgao de 5:1. Apés 3 horas de
infecgdo,as células foram lavadas para remocgdo dos parasitos nao internalizados e reincubadas
por tempo adicional de 21 e 45 h, totalizando 24 e 48 h de infecgdo. Posteriormente, as células
foram marcadas com anticorpo anti-Leishmania (1:1000) seguido pelo anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (1:200, verde). Os nucleos celulares foram
marcados com DAPI (azul). As cabegas de seta brancas correspondem a co-localizagdo de
Leishmania com DQ-BSA™. As micrografias foram obtidas sobre a magnificagdo de 400x. Em
seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi realizada a quantificagdo do percentual de
co-localizacdo de L. amazonensis (barra branca) ou L. major (barra cinza) com o DQ-BSA™.
Experimento representativo de trés realizados realizados em quintuplicata.Teste t de Student *** p
< 0,001

Figura 2— Marcagio com LysoTracker® de macréfagos infectados com L. amazonensis ou
L. major por microscopia de fluorescéncia.Macréfagos de camundongos CBA foram infectados
com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis (A-E)ou L. major (F-J), na proporcao de 5:1.
Apds 3h de infecgdo, as células foram lavadas para remogao dos parasitos ndo internalizados e
reincubadas por tempo adicional de 19 ou 43 h. Apds este periodo, as células foram incubados
com 1 uyM de LysoTracker® (vermelho) por 2 horas, totalizando 24 e 48 h. Posteriormente, as
células foram marcadas com anticorpo anti-Leishmania (1:1000) seguido pelo anticorpo
secundario anti-IgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 488 (1:200, verde).Os nucleos
celulares foram marcados com DAPI (azul). As cabecas de seta branca correspondem a co-
localizacdo de Leishmania com Lysotracker®. As micrografias foramobtidas sobre a magnificagdo
de 400x. Em seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi realizada a quantificacdo do
percentual de co-localizagdo de L. amazonensis (barra branca) ou L. major (barra cinza) com o
Lysotracker®. Experimento representativo de dois realizados realizados em quintuplicata. Um

experimento realizado. Teste t de Student *** p< 0,001, ** p< 0,01.

Figura 3— Marcagcdo com anti-LC3 de macréfagos infectados com L. amazonensis ou L.
major por microscopia de fluorescéncia. Macréfagos de camundongos CBA foram infectados
com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis (A-E)ou L. major (F-J) previamente marcadas
com carboxifluoresceina (verde), na proporgdo de 5:1. Apds 3h de infecgdo, as células foram
lavadas para remogao dos parasitos nado internalizados e reincubadas por tempo adicional de 21
ou 45 h. Posteriormente, as células foram marcadas com anticorpo anti-LC3 (1:200) seguido pelo
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 568 (1:200,
vermelho).Os nucleos celulares foram marcados com DAPI (azul). As cabecas de seta branca
correspondem a co-localizagdo de Leishmania com LC-3. As micrografias foram oobtidas sobre a
magnificagdo de 400x. Em seguida, as imagens adquiridas foram montadas e foi realizada a
quantificacdo do percentual de co-localizacdo de L. amazonensis (barra branca) ou L. major
(barra cinza) com LC-3. Experimento representativo de dois realizados em quintuplicata. Teste
Mann-Whitney, * p< 0,01.
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Figura 4 -Efeito da superexpressdao de LC3 na infec¢cao de células RAW pmRFP-LC3.
Células RAW pmRFP-LC3 e RAW pmRFP-C1 foram semeadas em placas de 24 pogos e
infectadas com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis (A e B) ou L. major (C e D) , na
proporgdo de 10:1. Apds 6 h de infecao as células as células foram lavadas e re-incubadas por
um periodo adicional de 18 e 42 horas, totalizando 6, 24 e 48h. Apds estes periodos, as células
foram lavadas e fixadas. Em seguida, as laminulas foram montadas com Vectashield com DAPI e
micrografias foram oobtidas em microscépio de fluorescéncia sobre a magnificagdo de 400x.
Posteriormente, foi quantificado o percentual de células infectadas e o nimero de parasitos por
célula. Em cada laminula no minimo 400 células foram contadas. A e C — Percentual de células
infectadas; B e D — Numero de Leishmania por células. Um experimento representativo de dois

realizados em quintuplicata. Teste Mann-Whitney *** p < 0,001, ** p< 0,01.

Figura 5 - Efeito da super-expressao de LC3na fagocitose de L. amazonensis ou L. major
por células RAW. Células RAW pmRFP-LC3 e RAW pmRFP-C1 foram cultivadas em placas de
24 pocos e infectadas com promastigotas metaciclicas de L.amazonensis (A e B)ou L. major (C e
D), na proporgao de 10:1. Apds 10 min de binding a 4°C, as células foram lavadas e re-incubadas
por um periodo adicional de 1 h. Apds estes periodo, as células foram lavadas e fixadas. Em
seguida, as laminulas foram montadas com Vectashield com DAPI e micrografias foram oobtidas
em microscopio de fluorescéncia sobre a magnificagdo de 400x. Posteriormente, foi quantificado o
percentual de fagocitose e o numero de parasitos por célula. Em cada laminula no minimo 400
células foram contadas. A e C — Percentual de fagocitose; B e D — NUumero de Leishmania por
células. Um experimento representativo de dois realizados em quintuplicata. Teste Mann-Whitney
**p< 0,01, * p< 0,05.



111

[ L. amazonensis
B L. major

L. major

L. amazonensis

(eruvewysio7:ysg-0a)
oedez||es0|-09 9,

BIuLWIYSIOT-D

vsg-ba

abisy

Figura 1

633



Fase LysoTracker a-Leishmania DAPI

Merge

L. amazonensis

L. major

Figura 2

634

% co-localizagao
(LysoTracker:Leishmania)

)
<

o
Q@

N
g

N
2

o

112

1 L. amazonensis
B L. major




113

L. major

L. amazonensis

>
|
)
%

& & & & o o %,
n < © ~N - 0««\
(eruewiyse7:£97 e

oedez||e20}-09 ap %, ’

Idvad elueLlYSIoT

Figura 3
635



114

m

<

Bl RAW-pmRFP-C1

[J RAW-pmRFP-LC3

[l

2.0 ]

L
- - o

B|N|20/BIUBLIYSIAT 8P oN

ir

0.0-

o
Ly

40

S & &
@ N =

SEPEDAJU SEINE0 ap %

0-

SO
P

[~

()

&

o
o

T
e
—

E[ngo/elueWYSIaT] 9P oN

T
<
—

©
o

0.0-

T
o
I'e)

S
I

SEPEAJL| SBIN|ED ap Y,

30
204

104

JERCS

&

SR
PN

&

sisusuozewe

Jofewt 7

Figura 4

636



115

o
Q4
[
W W
r oo
£ E
g s
= =
< <
X o

I 5 & 5 2
0 = 0 o -~ - S I=;
~ — o o
B[N|@o/BIUEWYSIST 3P oN B[Nn|@o/eIuelySIaT 3P oN
()
* *
s B
! ! ! , & s & & & o
m m m m ~ 3] o™ —
asaypebed o, O sepewosjulse|n|oo op v,

Figura 5

SISuauozZRILIE ] Jofe 7



