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RESUMO

Leishmania spp sdo protozoarios intracelulares obrigatorios, que podem causar um
complexo de doengas infecciosas conhecidas como leishmanioses, que afetam milhdes
de pessoas mundialmente. A interacdo entre patdgeno-hospedeiro envolve moléculas de
superficie do parasito e receptores celulares que culminam na fagocitose. Este processo
de internalizacdo envolve modificagdes no citoesqueleto celular por meio da interagéo
com proteinas relacionadas a polimerizacao de actina, como AFAP, Complexo Arp2/3,
Galectina-3, Septinas e WASp, bem como a ativacdo de vias de sinalizacdo. Sabe-se
que formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis ap0s a entrada nos
fagdcitos, estdo presentes em fagossomos, e essas vesiculas sofrem um processo de
maturacdo, formando o fagolisossomo importante para a diferenciacdo da forma
promastigota em amastigota. Este trabalho teve como objetivo, entender quais proteinas
relacionadas ao citoesqueleto de actina exercem papel no processo de invasdo e na
multiplicacdo de L. amazonensis, bem como, quais vias de sinalizagéo estdo envolvidas
no processo de formacdo do fagolisossomo, na invasdo e na multiplicagdo deste
protozoario na célula hospedeira. Para isso, fizemos ensaios de invasdo e multiplicacdo
em macrdfagos imortalizados C57 BL/6 e peritoneais de BALB/c tratados ou ndo com
citocalasina D, ensaio de invasdo em macrdfagos C57 BL/6 previamente fixadas em
formaldeido, ensaio com macréfagos C57 BL/6 knockdown para as proteinas AFAP-
1L1, Arp2, Galectina-3, Septina 4 e 14 e WASp, comparando com células Wild Type. E
ainda, ensaios de cinética de formacdo do fagolissomo e ensaios de invasdo e
multiplicacdo utilizando inibidores das vias de sinalizagdo envolvendo Akt, ERK2,
MEK1, MEK1/2, mTOR, PI3K e Ras foram realizados. Os resultados mostram que L.
amazonensis invadiu células deficientes na polimerizacdo de actina, e também células
fixadas, bem como a diminuicdo da expressdo das proteinas Arp2, Galectina-3 e WASp
aumentaram a internalizagcdo desses parasitos. As vias de sinalizagdo MEK1/2, ERK2,
AKT atrasaram o recrutamento de lisossomos para o fagossomo, e a inibi¢do das vias
PI3K, MEK1/2 e ERK2 diminuiram drasticamente a internalizacdo do parasito nas
células. Concluimos que L. amazonensis foi capaz de invadir ativamente células
fagociticas, e que as proteinas Arp2, Galectina-3 e WASp estdo envolvidas no processo
de entrada na células hospedeira. Além disso, as vias de sinalizacdo MEK1/2, ERK2 e
AKT estdo envolvidas na formagdo do fagolisossomo, bem como as vias PI3K,
MEK1/2 e ERK2 parecem favorecer a infec¢do por L. amazonensis.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, citoesqueleto, vias de sinalizacao.
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ABSTRACT

Leishmania spp are obligate intracellular protozoan that can cause a complex of known
infectious diseases such as leishmaniasis, affecting millions of people worldwide. The
host-pathogen interaction involves the parasite surface molecules and cellular receptors
that culminate in phagocytosis. This internalization process involves changes in
cytoskeleton through interaction with proteins related to actin polymerization, as AFAP,
Arp 2/3 complex, Galectin-3, Septins and WASp, as well as activation and signaling
pathways. It is known that L. amazonensis promastigotes after entry into phagocytes are
present in phagosomes, and these vesicles undergo a maturation process, forming
phagolysosome, important for differentiation of the promastigote forms to amastigotes.
This study aimed to understand which proteins related to actin cytoskeleton exert role in
the process of invasion and multiplication of L. amazonensis and which signaling
pathways are involved in the formation of phagolysosome, the invasion and
multiplication of this protozoan process the host cell. For this, we did invasion and
multiplication assays with macrophages C57 BL/6 and BALB/c peritoneal treated or not
with cytochalasin D, invasion assay with macrophages C57 BL/6 previously fixed in
formaldehyde (0.01%), assay with macrophages C57 BL/6 knockdown for AFAP-1L1,
Arp2, Galectin-3, Septin 4, 14 and WASP proteins compared to wild type cells. And
yet, assays phagolysosome kinetics of formation and proliferation and invasion assays
using inhibitors of Akt, ERK2, MEK1, MEK1/2, mTOR, PI3K and Ras signaling
pathways. The results show that L. amazonensis invaded cells defective in actin
polymerization, as well as fixed cells as well as decreased expression of Arp2, Galectin-
3 and WASp proteins increased internalization of these parasites. The signaling
pathways MEK1/2, ERK2 and AKT delayed the recruitment of the lysosomes to
phagosome, and inhibition of PI3K, MEK1/2 and ERK2 pathways drastically decreased
internalization of the parasite in the cells. We concluded that L. amazonensis were able
to actively invade phagocytic cells, and that the Arp2, Galectin-3 and WASp proteins
are involved in the process of entry into host cells. In addition, the MEK1/2, AKT and
ERK2 signaling pathways are involved in the formation of phagolysosome as well as
PI3K, MEK1/2 and ERK2 pathways seem to favor infection with L. amazonensis

Keywords: Leishmania amazonensis, cytoskeleton, signaling pathways.
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1.0 Introducéo

1.1 Aspectos gerais dos protozoarios pertencentes ao género Leishmania

Protozoarios do género Leishmania, pertencem a Familia Tripanosomatidae e a
ordem Kinetoplastea, e podem ser subdivididos em dois subgéneros: Vianna e
Leishmania. Esta subdivisdo esta relacionada ao desenvolvimento das formas
promastigotas no inseto vetor, as caracteristicas morfoldgicas das formas amastigotas e
as propriedades infectivas. No subgénero Vianna, os promastigotas colonizam o0s
intestinos médio e posterior do flebotomineo, os amastigotas apresentam tamanho
menor (2 a 4 yum) e poucos parasitos ocorrem nas lesdes, enquanto no subgénero
Leishmania os parasitos colonizam o intestino anterior, médio e posterior do
invertebrado, os amastigotas sdao maiores (3 a 6 um) e as lesdes sdo densamente
parasitadas (SHAW, 2006).

Existem 21 espécies descritas no mundo atualmente, sendo que apenas 12 espécies
sdo reconhecidas nas Américas. No Brasil, foram reconhecidas oito espécies sendo seis
do subgénero Vianna e duas do subgénero Leishmania. As trés principais espécies
encontradas no Brasil sdo: L. (V.) braziliensis, L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum
chagasi (SHAW, 2006).

Estes protozoarios sdo intracelulares obrigatorios, unicelulares, flagelados e podem
causar um complexo de doencas infecciosas conhecidas como leishmanioses, que
afetam milhdes de pessoas mundialmente. As leishmanioses sdo consideradas
endémicas em cinco continentes, sendo o género Leishmania encontrado nas Américas
Central e do Sul, bem como na Europa, Africa e Asia (ALVAR, et al., 2012).

As leishmanioses afetam principalmente regides pobres e paises em
desenvolvimento. Dessa forma, fazem parte do grupo de doencas negligenciadas, por
ndo instigarem interesse da industria farmacéutica, ja que sdo doencas relacionadas a
pobreza, cujo mercado consumidor é de baixa renda (WHO, 2010). Estima-se que 350
milhOes de pessoas estejam expostas ao risco de infecgdo e cerca de dois milhdes de
novos casos ocorram anualmente (WHO 2010, KEDZIERSKI, 2010). O Brasil esta
entre os paises de maior incidéncia das formas cutdnea e mucocutanea, enquanto 90%

dos casos de leishmaniose visceral estdo distribuidos na india, Bangladesh, Etidpia,
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Quénia, Sudao e Brasil (ALVAR, et al., 2012).

Existem ao menos quatro formas clinicas distintas causadas pelas espécies
encontradas no Brasil: Leishmaniose cutanea, mucocutanea, cutanea difusa e visceral.
Estas formas podem ser agrupadas em: Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA),
que engloba as formas cutanea, mucocutanea e cutanea difusa e Leishmaniose Visceral
(LV). As espécies L. amazonensis e L. braziliensis estdo mais relacionadas as LTA
enquanto a L. infantum chagasi provoca a LV (KAYE; SCOTT, 2011).

Estes parasitos possuem uma notavel capacidade de evitar a sua destruicdo em
ambientes hostis, encontrados ao longo do seu ciclo de vida, alternando entre duas
formas de vida: promastigotas (forma de vida mdvel) flagelados encontrados no trato
digestorio dos flebotomineos e amastigotas (forma de vida ndo mdvel) que proliferam
dentro das células do hospedeiro mamifero. Promastigotas podem ser ainda
classificados como promastigotas prociclicos, que representam um estagio proliferativo
e ndo infectivo, localizados no intestino do inseto vetor, ou promastigotas metaciclicos,
forma infecciosa e nao proliferativa. Estas saem das células epiteliais do intestino e
migram para a parte anterior do trato digestorio nos insetos vetores (SACKS, 1984;
ASSIS, et al., 2011).

A infeccdo do inseto vetor ocorre durante o repasto sanguineo quando a fémea do
flebotomineo pica um hospedeiro infectado e ingere células sanguineas e outras celulas,
contendo formas amastigotas. Na porcdo anterior do trato digestdrio do inseto, ocorre a
transformacdo dos amastigotas em promastigotas prociclicos no interior da matriz
peritréfica. Ap6s o rompimento da matriz, 0s promastigotas migram para o epitélio do
trato digestorio, onde se multiplicam. Em seguida, vdo para a regido anterior do
intestino, onde sofrem a metaciclogénese. Durante esse processo 0S promastigotas
reduzem o tamanho corporal, aumentam o tamanho e o batimento flagelar e se tornam
altamente infectivas, sendo denominados promastigotas metaciclicos. As formas
metaciclicas migram para a proboscide e sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado

através da picada, onde recomeca o ciclo (MISHRA, et al., 2009).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre quando a fémea do flebotomineo
infectada pica o mamifero, inoculando formas promastigotas metaciclicas durante o
repasto sanguineo. Os promastigotas metaciclicos sdo regurgitados e penetram na pele

do hospedeiro, aderindo e invadindo uma gama de tipos celulares. Primeiramente as
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formas promastigotas sdo fagocitadas por células fagociticas e no interior do vacuolo
parasitoforo sofrem diferenciacdo para a forma amastigota (STUART, et al., 2008).
Estas se multiplicam no interior de macréfagos e provocam a lise da célula, liberando
amastigotas no tecido, que poderdo invadir outras células ou serem sugados por outra
fémea do inseto vetor, completando assim o ciclo de vida desse protozoario (MISHRA,
et al., 2009).

O tratamento das leishmanioses consiste primordialmente na quimioterapia. A
primeira linha de tratamento é baseada em antimoniais pentavalentes, principalmente
nas areas endémicas (BORJA CABRERA, et al., 2004; NAGILL; KAUR, 2011). Essas
drogas atuam no mecanismo de producdo de energia das formas amastigotas de
Leishmania, interferindo na oxidacdo de acidos graxos e na glicélise, causando uma
reducdo na producdo de ATP e GTP (BERMAN, et al., 1987). No entanto, sua
utilizacdo tem sido comprometida pelo aparecimento de cepas resistentes (NAGILL;
KAUR, 2011).

A segunda linha de tratamento inclui drogas como a Anfotericina B e pentamidina,
que sdo consideradas eficazes, mas sdo relativamente caras e provocam graves efeitos
colaterais como: anemia, insuficiéncia renal, alteragdes cardioldgicas, entre outros
(BERMAN, 2003; DAVIS; KEDZIERSKI, 2005). Novas drogas tais como formulac6es
lipidicas de Anfotericina B tem se mostrado eficazes no tratamento de leishmaniose
visceral, mas o alto custo dessas drogas impossibilita sua disponibilidade para a maioria
dos doentes (BERMAN, et al., 1998; MURRAY, 2004; NAGILL; KAUR, 2011).

1.2 Interacdo entre Leishmania - hospedeiro vertebrado

Apos a entrada das formas promastigotas no hospedeiro vertebrado, essas aderem e
internalizam em uma gama de células nucleadas como, por exemplo, neutréfilos, células
dendriticas, macrofagos e fibroblastos (KAYE; SCOTT, 2011). A adesédo do parasito na
célula hospedeira ocorre principalmente pelo flagelo ou corpo celular e o
reconhecimento do parasito envolve moléculas presentes na sua superficie como o
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina 63 (gp63), que se ligam a diferentes receptores

encontrados na superficie dos macrofagos. Os principais receptores dos macrofagos
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envolvidos na adesd@o e no reconhecimento de Leishmania séo os receptores do sistema
complemento (CR1 e CR3), receptores Fcy, receptores de Manose (MR) e receptores de
fibronectina (FnRs) (SILVA-ALMEIDA,; et al., 2010; UNENO; WILSON, 2012).

Promastigotas entram em macréfagos predominantemente através do receptor 3 do
complemento (CR3), podendo se ligar diretamente ou quando opsonizados, em um
processo que depende principalmente da GTPase Rho A (LODGE; DESCOTEAUX,
2005b). O processo de exocitose de membrana celular do hospedeiro proveniente de
endossomos, lisossomos, e reticulo endoplasmatico, contribui para a formacdo de
vesiculas conhecidas como fagossomos contendo promastigotas (VINET, et. al., 2009;
FORESTIER, et. al., 2011). Esse fornecimento de membrana a partir de Vvarios
compartimentos intracelulares contribui para a formacdo e a composicdo do vacuolo
parasitéforo (MORADIM; DESCOTEAUX, 2012).

Sendo assim, no inicio da infeccdo, promastigotas de Leishmania sdo internalizados
por macrdéfagos em fagossomos. Estas estruturas sofrem uma série sequencial de fusdes
com organelas endociticas e lisossomos, gerando um compartimento potencialmente
microbicida. Em contrapartida, Leishmania spp. desenvolveram estratégias para
sobreviver intracelularmente nesse ambiente litico (DESJARDINS, et al., 1997;
DERMINE, et al., 2000, MORADIN; DESCOTEAUX, 2012).

Um mecanismo usado por promastigotas para contornar as consequéncias
microbicidas da fagocitose é a inibicdo da biogénese do fagolisossomo (DESJARDINS;
DESCOTEAUX, 1997). Assim, 0s promastigotas sao internalizados em fagossomos que
interagem com endossomos e lisossomos tardios apresentando um recrutamento tardio
de LAMP-1, o que pode ser explicado como possivel consequéncia de um recrutamento
deficiente de Rab7 (GAUR, et. al., 2009; RODRIGUEZ, et al., 2011).

O atraso na maturacdo fagossomal induzida por promastigotas € caracterizada
também por acumulacdo perifagossomal de F-actina (HOLM, et al., 2001), e por
retencdo fagossomal de componentes da maquinaria de polimerizagdo da actina,
incluindo complexo Arp 2/3, proteina Wiskott-Aldrich (WASp), a - actinina , miosina
Il, e Nck (LODGE; DESCOTEAUX, 2005a). As GTPases da familia Rho, cdc 42, Rac
1, Rho A desempenham papel no desenvolvimento de organelas, na dindmica do
citoesqueleto, no movimento celular e outras fungdes celulares comuns, também estéo
presentes em fagossomos contendo promastigotas (LODGE; DESCOTEAUX, 2005a;
LERM, et al, 2006). A importancia desta acumulagdo perifagossomal de F-actina ainda

ndo é clara, mas pode contribuir para a inibicdo da maturacdo fagossomal, interferindo
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com o recrutamento de transdutores de sinais e trafego de vesiculas durante a formagéo
do fagolisossomo (LERM, et al., 2006).

Foi demonstrado que moléculas de lipofosfoglicano presentes na membrana celular
da Leishmania inibem a biogénese fagolisossomal, protegendo os promastigotas e
proporcionando a diferenciacdo em amastigotas (ASSIS, et al., 2011). Além disso, ha
evidéncias de que fagossomos contendo promastigotas de Leishmania exibem baixas
propriedades fusogénicas com organelas endociticas. No entanto, 0s mecanismos
moleculares pelos quais ocorre a inibicdo da fusdo fagossomo-lisossomo ainda séo
pouco compreendidos (ASSIS, et al., 2011).

Os trabalhos de Alexander e Vickerman (1975), Chang e Dwyer (1976) foram os
primeiros a revelarem que estes parasitos multiplicam nos macrofagos em
compartimentos que se fundem com lisossomos. Esta descoberta levou ao
estabelecimento de que em mamiferos, as formas amastigotas residem e se multiplicam
dentro de fagolisossomos dos macréfagos do hospedeiro. Trabalhos subsequentes
mostraram que 0S amastigotas sdo resistentes ao ambiente hidrolitico dos
fagolisossomos (LEWIS; PETERS, 1977; CHANG; DWYER, 1978).

Os amastigotas entram nos macréfagos através de um processo dependente de Racl
e ARF6 e sdo encontrados em vacuolos parasitéforos que interagem com endossomos e
lisossomos e adquirem caracteristicas lisossomais (CHANG; DWYER, 1976; LODGE;
DESCOTEAUX, 2006). Consistentemente, vactolos abrigando amastigotas contém
numerosas hidrolases lisossomais e suas membranas sdo enriquecidas com proteinas
endossomais/lisossomais tardias, como Rab7, LAMP-1 e LAMP-2 (MORADIN;
DESCOTEAUX, 2012).

H*-ATPase vacuolar presente em vactolos contendo amastigotas é responsavel pelo
pH &cido (pH 4.7 -5.2 ) (VINET, et al., 2009). Além disso, os vacuolos contendo
amastigotas exibem moléculas caracteristicas do reticulo endoplasmatico, tais como
calnexina e o regulador de fusdo de membrana Sec 22b (NDJAMEN, et al., 2010). Esta
observacao sugere que vacuolos contendo amastigotas sdo compartimentos hibridos
compostos por componentes do reticulo endoplasmatico e da via endocitica
(MORADIN; DESCOTEAUX, 2012).

O fato de amastigotas residirem num ambiente acido é consistente com o seu
metabolismo 6timo (respiracéo, catabolismo de substratos energéticos e de incorporacao

de precursores para macromoléculas) em pH acido (pH 4.0 a 5.5), ao contréario das
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formas promastigotas em que estas atividades sdo 6timas em pH neutro (MUKKADA,
etal., 1985).

1.3 Citoesqueleto Celular do Hospedeiro Vertebrado

Livros didaticos e uma vasta gama de artigos definem coletivamente citoesqueleto
como um sistema de filamentos e tubulos encontrados dentro das células. Os trés
componentes bem estabelecidos do citoesqueleto eucariotico sdo filamentos de actina,
microtUbulos e filamentos intermediarios (FLETCHER; MULLINS, 2010). Além disso,
as septinas estdo presentes em quase todas as células eucarioticas, e assim representam
um quarto potencial componente do ‘“citoesqueleto” em eucariotos (MOSTOWY;
COSSART, 2012; MOSELEY, 2013).

O citoesqueleto desempenha trés funcbes gerais principais: organiza espacialmente
0 conteudo intracelular da célula; liga a célula fisica e bioquimicamente ao meio
ambiente externo; gera forcas coordenadas que ativam a célula para se locomover e
mudar sua conformacéo. Para alcancar estas funcdes, o citoesqueleto integra a atividade
de uma ampla variedade de proteinas citoplasméaticas e organelas. Apesar das
conotac¢des da palavra "esqueleto”, o citoesqueleto ndo é uma estrutura fixa, cuja funcéo
pode ser entendida em isolamento. Pelo contrario, € uma estrutura dindmica e adaptavel
cujos componentes polimeros e proteinas reguladoras estdo em fluxo constante (DOS
REMEDIQS, et. al., 2003, MOSELEY, 2013).

Focando no componente do citoesqueleto celular, a actina, verificamos na literatura
que mais de 150 proteinas, até agora, foram encontradas contendo dominios de ligacao
para a proteina actina. Embora a lista de proteinas associadas com o citoesqueleto de
actina continua a crescer, 0 objetivo ultimo continua - entender como as interacdes
individuais entre essas moléculas ddo origem aos comportamentos celulares que
dependem delas, (WEINER, et al., 2007; FLETCHER; MULLINS, 2010) tais como
Arp-2, AFAP-1L1, Galectina-3, Septinas e WASp que sdo exemplos de proteinas que
interagem com o citoesqueleto participando de diferentes atividades celulares, como
polimerizacdo do citoesqueleto de actina e dinamica na membrana celular (SMITH, et
al., 2013; SNYDER, et al., 2011; KOCH, et al., 2010; MOSTOWY; COSSART, 2012).
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1.3.1 Septinas

Septinas séo proteinas de ligacdo a GTP que controlam muitos processos celulares
por polimerizacdo em complexos de proteina hetero-oligomérica que podem promover a
formagéo de filamentos. Septinas tém sido reconhecidas como um quarto componente
do citoesqueleto, devido a sua aparéncia filamentosa, bem como a sua associacdo com
as membranas celulares, os filamentos de actina e os microtdbulos (MOSTOWY;
COSSART, 2012). Nos ultimos anos, um numero maior de estudos mostrou que
septinas orquestram uma grande variedade de processos celulares importantes, incluindo
citocinese, ciliogénese e neurogénese, servindo como arcabougo para recrutamento de
proteinas e/ou barreiras de difusdo para compartimentar dominios celulares. Estudos de
interacbes entre hospedeiro-microrganismo tém destacado papéis até entdo
desconhecidos para septinas durante a infeccdo bacteriana e também na imunidade inata
(MOSTOWY; COSSART, 2012).

Vérias pesquisas demonstram a interacdo de septinas com actina (KINNOSHITA,
et al., 2002) e microtubulos (SELLIN, et al., 2011), bem como com fosfolipidios de
membrana (BERTIN, et al., 2010), e estas interacdes podem influenciar na montagem
de septinas em filamentos e anéis. Sendo assim, uma maior compreensdo dessas
interacdes ajuda a decifrar os mecanismos pelos quais septinas sédo encontradas em

diferentes locais nas células.

A relacdo entre septinas e actina envolve uma gama de processos celulares,
incluindo formacdo de filamentos (KINOSHITA, et al., 2002), fagocitose (HUANG, et
al., 2008) e motilidade (MOSTOWY, et al., 2010). E também importante saber que
septinas podem associar-se a maquinaria de nucleacdo de actina, como por exemplo, o
complexo de proteinas relacionadas com a actina 2 e 3 (complexo ARP2/3) ou a familia
de proteina da sindrome de Wiskott- Aldrich (WASp), e, assim, controlar a
polimerizagéo da actina (MOSTOWY; COSSART, 2012).

1.3.2 Complexo Arp2/3

O controle espacial e temporal da montagem e desmontagem de filamentos de
actina € crucial para varios processos celulares distintos, incluindo endocitose,

motilidade e invasdo de patogenos (POLLARD, 2007). A montagem espontanea de um
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conjunto de filamentos de actina a partir de um pool de monémeros de actina requer a
formagdo de um nucleo trimero de actina instavel, onde a polimerizagdo adicional é
termodinamicamente favoravel (SEPT; MCCAMMON, 2001). A montagem rapida de
filamentos é conseguida por varias classes de proteinas que atuam como nucleadores de
actina, constituindo um nivel de regulacdo. Forminas, proteinas nucleadas espirais com
filamentos ndo ramificados (KOVAR, 2006), e o complexo Arp2/3 facilitam a
montagem de filamentos ramificados por nucleacdo (AMANN; POLLARD, 2001).
Redes de filamentos ramificados gerados pelo complexo Arp2/3 sdo necessarios para
construir muitas estruturas celulares, o complexo Arp2/3 € o nucleador primario de
novos filamentos de actina na maioria das células. Defeitos na atividade do complexo
Arp2/3 tém sido implicados na ocorréncia de diversas doengas, mais notavelmente a
metastase em canceres (GOLEY; WELCH, 2006).

A regulacdo direta da atividade de nucleacdo do complexo Arp2/3 leva a um
segundo nivel de controle sobre a montagem dos filamentos de actina. O complexo
Arp2/3 é composto por subunidades: proteinas relacionadas com a actina Arp2 e Arp3,
e ARPC1-5. Enquanto a ligagdo do filamento mée contribui significativamente para
ativacdo, a atividade total do complexo Arp2/3 requer também a ligacdo de ATP em
Arp2 e Arp3 e a ligacdo de um Fator Promotor de Nucleacdo (NPF), como WASP,
NWASP (ROHATGI et al.,, 2000), e as proteinas patogénicas ActA de Listeria
monocytogenes (WELCH, et al., 1998) e RickA de Rickettsia (GOUIN, et al., 2004). A
ligacdo de NPF aos mondmeros de actina facilita a reacdo de nucleagéo, e a dupla NPF
e complexo Arp2/3 ativam as GTPases da familia Rho, as quais regulam numerosas
funcBes celulares, muitas delas envolvendo alteracdes no citoesqueleto incluindo a
fagocitose (NARAYANAN, et al., 2011).

1.3.3 AFAP1

Proteinas adaptadoras sdo proteinas ndo enzimaticas que tém a capacidade de ligar
a diferentes componentes de complexos de sinalizacdo celular através de motivos
(motifs) de ligagdo a proteinas. A Proteina Associada a Filamentos de Actina, de 110
quilodaltons (kDa) (AFAP-110/AFAP1) é uma proteina adaptadora com mudltiplos
motivos de ligacdo a proteinas, e é conhecida por atuar tanto como uma proteina de

ligacdo a actina como uma proteina de ativacdo de c-Src (tirosina-quinases capazes de



23

gerar transformac6es celulares via interac6es pelos dominios SH2 e SH3) (QIAN, et al.,
2000).

AFAPL1 é conhecida por se ligar aos filamentos de actina através de seu dominio de
ligacdo carboxi-terminal e multimerizar através de seu dominio de leucina, permitindo
assim a ligacdo cruzada com os filamentos de actina (QIAN, et al., 2002). Ativacdo pela
proteina quinase serina/treonina PKCa dirige AFAP1 para co-localizar com c-Src na
regido perinuclear das células e ativar c-Src por ligacdo ao dominio SH3 através o seu
motivo de ligacdo N-terminal ao SH3 (WALKER, et al., 2007). Subsequentemente,
cSrc, entdo, tem a capacidade de ativar os sinais celulares a jusante que afetam a adesao,
invasdo e motilidade celular (FRAME; BRUNTON, 2002) .

AFAP1 representa uma familia de trés proteinas que incluem também a Proteina
associada a Filamentos de Actina 1 tipo 1 (AFAP1L1) e a Proteina Associada a
Filamentos de Actina 1 tipo 2 (AFAP1L2/XB130). AFAP1L1 apresenta alta
similaridade e estrutura de dominios conservados com AFAP1. Também semelhante a
AFAP1, tem capacidade de se associar com os filamentos de actina, podendo ser
encontrada em estruturas ricas em actinas como invadossomos, e sdo capazes de induzir

independentemente podossomos sobre superexpressdo (SNYDER, et al., 2011).

1.3.4 Galectina-3

A galectina-3 é um membro da familia das lectinas, das quais 14 galectinas de
mamiferos ja foram identificados. A galectina-3 possui aproximadamente 30 kDa e,
como todas as galectinas, contétm um dominio de reconhecimento e ligacdo a
carboidratos (CRD) de cerca de 130 aminoacidos que permitem a ligacdo especifica a
B-galactosideos (OEVER, et al., 2013).

A galectina-3 tem uma ampla distribuicdo em tecidos e é encontrada em células que
envolvem a resposta imune (HANAHAN; WEINBERG, 2000). Esta proteina
multifuncional estd implicada em varias funcGes biologicas, a nivel intracelular e
extracelularmente (HOOD; CHERESH, 2002). A galectina-3 é essencialmente uma
proteina citoplasmatica que pode translocar para o ndcleo, mitocdndria ou ainda ser
secretada. No espagco extracelular, a galectina-3 liga-se a uma variedade de

componentes da matriz extracelular como laminina, fibronectina, hensina, elastina e
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colageno IV (MELO, et al., 2011). Apds a sua liberacdo, galectina-3 pode reticular
ligantes especificos na superficie das células, induzindo comunicacdo intercelular e

também pode influenciar a sinalizagdo celular (OEVER, et al., 2013).

Além de ligante celular, galectinas também possuem alvos na superficie de
microrganismos (VASTA, 2009) e, assim, atraem a atencdo para a investigacdo de seus
papéis como potenciais receptores de patdgenos e reguladores de respostas a infeccéo.
Por exemplo, galectina-3 humana se liga especificamente a proteinas de superficie de
Trypanosoma cruzi melhorando a adeséo desse protozoario a laminina, um componente
de matriz extracelular (MOODY, et al., 2000). Em adicdo, a expressdo de galectina-3
humana por células musculares lisas das artérias coronarias medeiam a adesdo de T.
cruzi a estas células (KLESHCHENKO, et al., 2004). Trabalho recente realizado em
nosso laboratério demonstrou que galectina-3 consiste em um importante marcador de
lise do vactolo parasitoforo contendo T. cruzi. Neste caso, verificamos que ha um
acumulo de galectina-3 ao redor do parasito logo apds a lise vacuolar (MACHADO, et
al., 2014).

Por outro lado, a galectina-3 € um componente importante de fagossomas em
macréfagos murinos (GARIN, et al., 2001) e de exossomos derivados de células
dendriticas (THERY, et al., 2001). Além disso, a galectina-3 interage com proteinas
endossomais e proteinas de membrana associadas a lisossomos 1 e 2 (LAMP-1 e
LAMP-2) (DONG; HUGHES, 1997; SARAFIAN, et al., 1998).

A galectina-3 se localiza numa rede de tubulos e vesiculas que intersectam com a
via endocitica (PAZ, et al., 2010), em protrusdes na membrana e lamelipddios, e é
enriquecida em microdominios lipidicos ou lipid rafts de células dendriticas e
macrofagos estimulados (HSU, et al., 2009 ). Além disso, macréfagos deficientes para
galectina-3 apresentam fagocitose defeituosa de eritrocitos opsonizados e células em
apoptose (SANO, et al., 2003). Sendo assim, estas caracteristicas da galectina-3 podem

influenciar nas interacGes dos patdgenos com as células hospedeiras.
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1.3.5 WASp

A familia WASp regula a polimerizacdo de actina através ativacdo do complexo
Arp2/3. H& oito membros compondo esta familia dentre eles, a proteina WASp. Esta é
uma proteina especifica de células hematopoiéticas com distintos dominios funcionais
0s quais interagem com varios fatores citoplasmaticos envolvidos na transducdo de
sinais e na polimerizacdo do citoesqueleto de actina. Estas proteinas ndo tém atividade
catalitica intrinseca e atuam através de um dominio C-terminal conservado para ativar o
complexo Arp2/3 (MOULDING, et al., 2013).

A regido C-terminal da proteina WASp regula a organizagdo do citoesqueleto de
actina. Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato se liga a regido base, ao passo que Cdc42 liga-se
ao dominio de ligacdo de GTPase. A ligacdo destes fatores de ativacdo celular, ativa a
porcdo C-terminal VCA (Dominio verprolina /cofilina /acido) da WASp, que por sua
vez ativa o complexo Arp2/3, estimulando a polimerizacdo de actina através da
formagéo de juncdes de F-actina (THRASHER; BURNS, 2010).

A mutacdo ou delecdo de WASP provoca varias anormalidades funcionais em
células hematopoiéticas. Em macrofagos a deficiéncia de WASp provoca alteracdes
morfologicas (ALBERT, et al., 2011), problemas na adesdo (SAFAEI, et al., 2012),
defeitos quimiotaticos (BEEL, et al., 2009) e fagociticos (TSUBOI; MEERLOO, 2007).

Os podossomos também sdo estruturas a base de actina formados na membrana
plasmatica de células derivadas de mondcitos, tais como macrdfagos, osteoclastos, e
celulas dendriticas. Podossomos sdo protrusdes ricas em actina que desempenham
funcBes importantes na migracdo quimiotatica. Em pacientes deficientes em WASp o0s
podossomos sdo completamente ausentes, indicando que WASp € um componente
essencial dessa estrutura (TSUBOI; MEERLOO, 2007).

A partir das inimeras funcGes desempenhadas pelas proteinas Arp2, AFAPL,
Galectina-3, Septinas e WASp relacionadas ao citoesqueleto de actina, poderiam essas
proteinas estarem envolvidas nos processos de entrada e/ou permanéncia de
protozoarios na célula hospedeira? Considerando essa hipdtese, no presente estudo
objetivamos verificar a participacdo dessas proteinas nos processos de invasdo e

multiplicacdo de L. amanzonensis em macréfagos murinos.
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1.4 Sinalizacéo celular

A sinalizacdo celular faz parte de um complexo sistema de comunicacdo que
governa e coordena as atividades celulares basicas. A capacidade das células para
compreender e corretamente responder ao sSeu microambiente é a base do
desenvolvimento, da reparacdo de tecidos, imunidade, bem como a homeostase do
tecido. Erros no processamento das informacdes celulares sao responsaveis por doencas
como o0 cancer, a autoimunidade e diabetes. Ao compreender a sinalizagdo celular
envolvida com os diversos agentes causadores de doengas, estas podem ser tratadas de
forma mais eficaz (BU; CALLAWAY, 2011).

Pesquisas se concentram principalmente em estudar partes individuais de vias de
sinalizacdo celular. A investigacdo desses sistemas nos ajuda a compreender a estrutura
subjacente das redes de sinalizacdo celular e como as mudancas nessas redes podem

afetar a transmissdo e circulagdo da informagéo (BU; CALLAWAY, 2011).

Nesse contexto, a relacdo entre patdgeno-hospedeiro pode ser mais bem estudada
quanto mais esclarecido estiver quais vias de sinalizacdo celular estdo envolvidas no
processo de infec¢do. Sendo assim, surge a seguinte ideia: Quais vias de sinalizacao
estdo envolvidas no processo de invasao e multiplicacdo de patdgenos como Leishmania
amazonensis? Nesse trabalho visamos compreender quais vias de sinalizacdo sdao mais

importantes no trafego intracelular desse protozoario.

1.4.1 Fosfatidilinositol-3 quinase (P13K)

Fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks) constituem uma familia de proteinas que
fosforilam fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) na porcdo 3"-OH do anel inositol,
dando origem ao segundo mensageiro fosfatidilinositol-3,4,5- trifosfato (PIP3)
envolvido na transducdo de sinais celulares. Estas quinases atuam em uma série de
processos homeostaticos celulares, incluindo crescimento, sobrevivéncia, regulacdo do
ciclo celular, apoptose, migracéo, entre outros (OGHUMU; SATOSKAR, 2013).

A familia de PI3K é dividida em trés classes, com base na distribuicdo subcelular,
ativacdo de sinais, e na especificidade do substrato (DEANE; FRUMAN, 2004).
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Embora a estrutura basica de sinalizacdo envolvendo a PI3K tem sido bem estudada, a

contribuicdo de varias isoformas da familia PI3K permanece desconhecida.

PI3Ky é uma PI3K pertencente a classe I B predominantemente expressa por
células do sistema imunologico e consiste de uma subunidade catalitica (p110y) e uma
subunidade reguladora (p101 ou p8). PI3Ky medeia sinalizagdo iniciada primeiramente
através de receptores acoplados a proteina G e desempenha um papel crucial na
migracéo celular induzida por quimioatrativos controlando o rearranjo do citoesqueleto
actina (DEANE; FRUMAN, 2004).

A ativacdo de PI3Ky resulta na geracdo de fosfatidilinositol (3,4,5) P3 e a ativagéo
de AKT. Fosfatidilinositol (3,4,5) P3 coopera com a subunidade Gfy para iniciar a
polimerizacdo da actina e subsequente acumulacdo de F-actina induzida por PI3Kd
(DEANE; FRUMAN, 2004). Neutréfilos de camundongos deficientes em PI3Ky (-/-)
exibem ativacdo prejudicada de Rac e diminuigdo na acumulacdo de F-actina,
caracteristicas as quais se relacionam com a sua reduzida capacidade para migrar em
resposta aos estimulos quimiotaticos (HANNIGAN, et al., 2002). Estudos utilizando
inibidores da PI3K, como wortmanina ou LY294002, mostram que a PI3K do tipo |
estdo envolvidos na fagocitose (KAMEN, et al., 2007) e medeiam a entrada de
parasitas, tais como Trypanosoma cruzi, em células hospedeiras (WOOLSEY, et al.,
2003). Entretanto, o papel preciso de cada isoforma, ainda permanece obscuro
(CUMMINGS, et al., 2012).

1.4.2 Proteina quinase B (AKT)

AKT é uma serina/treonina quinase que desempenha um papel fundamental em
diversos processos celulares, tais como o metabolismo da glucose, apoptose,
proliferacdo celular, transcricdo dependente de NF«xB, migracéo celular (FAYARD, et
al., 2005).

O papel fundamental da AKT na sinalizacdo tornou-se evidente quando se mostrou
ser um componente downstream na sinalizagdo por PI3K. PI3-quinase, uma enzima
chave na geracdo do segundo mensageiro PtdIns (3,4,5) P3 da Ptdins (4,5) P2 . PIP3

permite a translocacdo da AKT do citoplasma para a membrana plasmatica, envolvendo



28

0 seu dominio PH. Uma vez recrutada para a membrana, AKT ¢ ativada por um
processo que requer a fosforilacdo de Thr308 e Ser473 no dominio de regulacdo HM —
motivo hidrofébico (FAYARD, et al., 2005).

Atualmente outros mecanismos de ativacdo de AKT tém sido descritos, de forma
independente de PI3K. Embora a PI3K seja um importante regulador da ativacdo de
AKT em resposta a uma variedade de ligantes, estudos recentes destacam grupos
diversos de tirosina (Ackl/TNK2, Src, PTK6) e serina/treonina (TBK1, IKBKE,
DNAPKGcs) quinases que também ativam AKT diretamente ou seja, de forma
independente da PI3K (GUOQ, et al., 2011; XIE et al., 2011).

1.4.3 Proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK)

Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) sdo um importante grupo de
serina/treonina que sdo ativadas por fosforilacdo dupla em resposta a diversos estimulos
extracelulares, ligando a sinalizacdo transmembrana com eventos de inducédo génica no
nucleo (RADLER-POHL, et al., 1993).

ERK 1/2 foram as primeiras MAPKSs identificadas e tém sido extensivamente
caracterizadas devido as suas diversas funcfes nas atividades celulares, e estdo ainda
relacionadas ao desenvolvimento de varias doencgas. A ativacdo dessa via € iniciada
através do reconhecimento de um ligante pelo receptor tirosina quinase na membrana
plasmatica, levando a ativacdo da proteina G. ERK 1 e 2 fosforilam um grande numero
de substratos e varios componentes basicos de outras vias de sinalizacdo sdo capazes de
ativar ERK1/2 incluindo caélcio e proteina quinase C (RUNCHEL, MATSUZAWA,
ICHIJO, 2011).

ERK2 é uma proteina quinase amplamente distribuida, possui atividade méxima
qguando seus residuos de Thrl83 e Tyrl85 sdo fosforilados pela MAPKK ou MEKZ1.
Apos sua ativacdo ERK?2 fosforila diversas proteinas reguladoras, proteinas quinase e
fatores de transcricdo (FOX, et al., 1998).
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1.4.4 Proteina alvo da Rapamicina em mamiferos (mTOR)

mTOR € uma proteina quinase serina/treonina, reguladora central do metabolismo
celular, crescimento e sobrevivéncia em resposta a hormonios, fatores de crescimento,
nutrientes, energia e estresse. mMTOR regula diretamente ou indiretamente a fosforilagdo
de pelo menos 800 proteinas. Esta proteina € participante de dois complexos de
sinalizacdo estrutural e funcionalmente distintos: mMTORC1 e mTORC2 (complexo
mTOR 1 e 2). Quando ativado, mTORC1 aumenta a sintese de proteinas por
fosforilagdo de reguladores-chave de tradugdo do mMRNA. Em paralelo com a sintese de
proteinas, também regula a sintese de lipidios. Para manter a homeostase energética
mTORC1 também pode regular a biogénese mitocondrial; entre outros alvos potenciais
mTORC1 pode fosforilar clipl e regular microtibulos (BEN-SAHRA, et al., 2013).

Como parte do complexo mTOR, mTORC2 pode regular outros processos
celulares, incluindo a sobrevivéncia celular e organizagdo do citoesqueleto.
Desempenha um papel critico na fosforilacdo da 'Ser-473' de AKT1, um efetor de PI3K,
0 que facilita a sua ativacdo por PDK1. mTORC2 pode regular o citoesqueleto de
actina, através da fosforilacdo de PRKCA, PXN e ativacdo RhoA, Rac la ou Rac 1b
(BEN-SAHRA, et al., 2013).

1.4.5 Proteina Sarcoma Virus (Ras)

Ras é uma proteina de ligacdo a nucleotideos guanina associada a membrana, que é
normalmente ativada em resposta a ligacao de sinais extracelulares, tais como fatores de
crescimento, 0s RTKs (Receptores Tirosina-Quinase) e TCR (Receptores de Células T).
A sinalizacdo Ras afeta diversas funcBes celulares, incluindo a proliferacdo celular, a

apoptose, a migracdo e a diferenciacdo celular (GAY, et al., 1999).

Nas células em repouso, Ras esta firmemente ligada a GDP (guanosina difosfato), o
qual é trocado por GTP (guanosina trifosfato) apods a ligacdo de estimulos extracelulares
aos receptores de membrana celular. Na forma ligada a GTP, Ras interage
especificamente com proteinas efetoras, iniciando assim cascatas de interagdes proteina-
proteina que pode conduzir a proliferacdo celular. Ras ativa uma série de vias de
sinalizacdo, incluindo RAF1, MEK/ERK e PI3K (GAY, et al., 1999).
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1.4.6 Proteina quinase ativada por mitégeno (MEK)

A ligacédo de ligantes extracelulares, tais como fatores de crescimento, citocinas e
hormdnios nos receptores de superficie celular ativa RAS e esta inicia a ativacdo de
RAF1. RAF1 ativa as proteinas quinases de dupla especificidade MAP2K1/MEK1 e
MAP2K2/MEK2. Ambas MAP2K1/MEK1 e MAP2K2/MEK?2 atuam especificamente
na cascata de MAPK/ERK, e catalisam a fosforilagdo concomitante de uma treonina e
um residuo de tirosina na sequéncia de Thr-Glu-Tyr localizado nas quinases reguladas
por sinais extracelulares MAPK3/ERK1 e MAPK1/ERK-2, levando a sua ativacao apds
a transducdo do sinal no interior da cascata de MAPK/ERK. Dependendo do contexto
celular, esta via medeia diversas fungdes bioldgicas, tais como o crescimento celular, a
adesdo, a sobrevivéncia e diferenciacdo, predominantemente através da regulacdo da
transcricdo, metabolismo e rearranjos do citoesqueleto. A cascata de MAPK/ERK esta
envolvida na regulacdo da dinamica endossomal, incluindo processamento de lisossomo
e a ciclagem endossdmica por meio do compartimento de reciclagem perinuclear
(PNRC), bem como a fragmentacdo do aparelho de Golgi, durante a mitose
(CATALANOTTI, et al., 2009).

1.4.7 Modulacéo da sinalizacao celular por Leishmania spp

Para sobreviver com sucesso e se multiplicar dentro dos macréfagos, os parasitos
devem conter adaptacdes bioguimicas e morfoldgicas, como por exemplo, a expressdo
de glicoconjugados (TURCO, 1992). Em Leishmania, estas moléculas incluem
lipofosfoglicano (LPG), glicoinositolfosfolipideos (GIPLs), glicoproteinas 63 (gp63) e
proteofosfoglicano (PPG), ou sdo secretadas como proteinas contendo fosfoglicanos
(PGs), incluindo o proteofosfoglicano (PPGs) e fosfatases acidas (SAP) (NADERER, et
al., 2004; ASSIS, et al., 2011).

Os lipofosfoglicanos sdo conhecidos por participarem de uma variedade de
processos durante o estabelecimento da infeccdo no hospedeiro vertebrado. Estes
processos incluem: resisténcia a acdo litica do sistema complemento, fixagédo e entrada
em macrofagos, protecdo contra danos proteoliticos dentro dos vacuolos &cidos
(BOGDAN, 1999), inibicdo da maturagcdo fagossomal (DERMINE, et al., 2000),

producédo e modulacdo de oxido nitrico (NO) e IL-12, inibicdo da proteina quinase C
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(GUIMARAES-COSTA, et al., 2009), e inducdo da proteina quinase R (PKR) (DE
CARVALHO-VIVARINI, et al., 2011).

Muitos trabalhos tém avaliado o papel da proteina quinase C a (PKCa), um dos
componentes envolvidos no processo de infecgdes L. donovani. PKCa esta associada
com a membrana fagossomal, fosforila um substrato da quinase C rico em alanina
miristoilado (MARCKSs), que é uma proteina de membrana associada a actina,
consequentemente relaciona-se com a motilidade e o trafego de membrana. Esta via
participa do transporte de lisossomos e fagossomos sobre os microtubulos (ROSEN, et
al,. 1990). Em macrofagos, a inibigdo da PKCa por LPG de L. donovani leva a inibicéo
da polimerizacdo de actina e a despolimerizacdo na membrana fagossomal, evitando os
eventos de fusdo para a entrega de contetdos endossémicos no vacuolo parasitoforo
(HOLM, et al., 2003).

A inibicdo da PKCo também foi observada em Leishmania mexicana.
Curiosamente, Leishmania mexicana foi capaz de inibir a ativagdo PKCa em fémeas
suscetiveis de camundongos BALB/c mas ndo nos camundongos C57/BL6 resistentes.
Este efeito foi também acompanhado por inibicdo da explosdao oxidativa em BALB/c e
ndo em C57/BL6 (DELGADO-DOMINGUES, et al., 2010).

Além da inibicdo da fusdo fagoendossomal, foi demonstrado que LPG € inserido na
superficie da bicamada lipidica da célula hospedeira ap6s a internalizacdo dos
promastigotas (DERMINE, et al., 2005). Ao ser inserido, 0 LPG modifica a organizacao
fisica da bicamada lipidica e interrompe microdominios de membrana especializadas
(lipid rafts). Essa estreita interagdo com a membrana celular provoca uma redugdo da
fagocitose de promastigotas e inibicdo da exploséo oxidativa, impedindo a sinalizacéo
celular normal e a acidificacdo do fagossomo (WINBERG, et al., 2009; VINET, 2011).

Existem varias maneiras pelas quais patdgenos intracelulares como Leishmania
aproveitam a maquinaria da célula hospedeira a fim de sobreviver e reproduzir.
Interferéncias com as vias de transducdo de sinais dos fagdcitos do hospedeiro é uma
das estratégias de sobrevivéncia utilizadas pelos parasitas (GREGORY, et al., 2005).
Esses mecanismos podem ocorrer devido a eventos de fosforilacdo e desfosforilacdo em

cascatas de quinases e fosfatases (ASSIS, et al., 2011).
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Proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKs) também tém sido
implicadas em infecgdo por Leishmania (BHARDWAJ, et al., 2010). O primeiro estudo
in vitro utilizando formas promastigotas metaciclicos L. major indicaram que
fosfoglicanos presentes na membrana dos parasitos regulam diferencialmente 1L-12 e a
producdo de NO em macrofagos. Isto ocorre independentemente de ativacdo NF-«xB, o
efeito supressivo observado na inducdo de IL-12 é resultante da ativacdo da MAPK-
ERK1/2 (FENG, et al., 1999).

A atividade da PI3K durante a invasdo da célula por promastigotas de
Leishmania foi verificada em um estudo que mostrou o papel da sinalizacdo PI3K em
conferir resisténcia da célula hospedeira para apoptose (RUHLAND, et al. 2007). Em
outro estudo usando o inibidor de PI3Ky (PI3K de classe 1) AS-605240 e camundongos
deficientes em PI3Ky, foi visto que o bloqueio seletivo ou a deficiéncia de PI3Ky
aumenta significativamente resisténcia contra Leishmania mexicana associada com uma
significativa supressao de entrada do parasita em fagocitos e reducdo no recrutamento
de fagdcitos nos hospedeiros, bem como células T reguladoras para o local de infec¢do
(CUMMINGS, et al. 2012).

A partir dessas informagdes fica evidente a importancia do entendimento da
complexa relagdo entre patégenos e as vias de sinalizacdo ativadas nas células
hospedeiras. Os estudos voltados para este fim podem trazer informacdes relevantes que
poderdo ser utilizadas no entendimento e no tratamento dos diversos tipos de

Leishmanioses.



33

2.0 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das proteinas reguladoras do citoesqueleto de actina AFAP-1L1,
Arp-2, Galectina-3, Septina-4, Septina-14 e WASp durante a invasdo de L. amazonensis
em macrdfagos murinos. E ainda, identificar as vias de sinalizagdo mobilizadas durante
0 processo de invaséo, biogénese do fagolisossomo e multiplicacdo intracelular de L.

amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar se células knockdown para proteinas relacionadas ao citoesqueleto

afetam a taxa de invasdo e multiplicacdo de L. amazonensis em macréfagos murinos;

- Verificar se a inibicdo especifica das diferentes vias de sinalizacdo afetam o0s
processos de entrada, formacdo do fagolisossomos e de multiplicacdo de L.

amazonensis;

- Compreender quais vias de sinalizacdo estdo sendo ativadas durante o processo de

invasdo desse protozoério.
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3.0 Material e Métodos

3.1 Aspectos éticos e local do estudo

Este estudo foi realizado respeitando-se todas as normas de biosseguranca. Para
execucdo dos experimentos descritos no presente trabalho envolvendo a utilizagdo de
animais, o projeto foi submetido & Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais da
Universidade Federal de Uberlandia (CEUA). A aprovacdo do projeto (Protocolo n°
111/12) segue em Anexo.

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Tripanosomatideos pertencente ao
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU), localizado no bloco 6T sala 07.

3.2 Animais

Foram utilizados animais BALB/c, os quais foram cuidados, manipulados e
sacrificados conforme normas estabelecidas pela Universidade Federal de Uberlandia.
Os animais foram mantidos no Biotério da UFU em condicdo padrdo de 12 horas de luz
e 12 horas de escuro, em temperatura de 25+ 2°C, com racdo e agua repostos

periodicamente.

3.3 Manutencéo dos parasitos e células

Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivados em
meio Brain Heart Infusion — HIMEDIA (BHI) suplementado com soro fetal bovino a
10%, 100mg de gentamicina/mL e 2 mM L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies,
de Nova York, EUA), a 26 °C. Apenas parasitos na fase estacionaria (promastigota

metaciclico) foram utilizados para a infecgéo experimental.
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Macrofagos imortalizados de camundongos C57 BL/6 foram mantidos em meio
Dulbeco’s Modified Eagle Medium — HIMEDIA (DMEM), suplementado com soro
fetal bovino 10%, 100mg de gentamicina/mL e incubados em estufa a 37°C e 5% CO..

3.4 Purificagdo de amastigotas de L. amazonensis a partir de patas de

camundongos BALB/c

Para manutengdo da viruléncia da cepa, promastigotas de L. amazonensis foram
injetados em camundongos BALB/c por inoculagdo subcutanea de 10’ parasitos na
regido palmar da pata, diluidos em cerca de 40 microlitros de tampdo fosfato salina
(PBS). Apos 6 semanas, os animais foram devidamente eutanasiados e as patas foram
retiradas para purificagcdo dos amastigotas. Para isso, as patas foram lavadas trés vezes
com meio de cultura sem soro. A pele recobrindo a pata foi retirada e a area lesada
raspada com bisturi. Posteriormente, o lavado obtido foi transferido para tubo com
pistilo para o rompimento celular e centrifugado por 5 minutos a 500 rpm. O
sobrenadante obtido foi transferido para novo tubo falcon e submetido a centrifugagédo
por 8 minutos a 1000 rpm. Novamente o sobrenadante obtido foi transferido para novo
tubo e submetido a centrifugacdo por 12 minutos a 1800 rpm. Por fim, o sobrenadante
foi descartado e o Pellet contendo os parasitos foi utilizado para infectar outros

camundongos.

3.5 Obtencao de macréfagos peritoneais de BALB/c

Para obter macréfagos peritoneais de BALB/c, foi inoculado peritonealmente um
mL de meio de tioglicolato (Difco ™ Fluid Thioglycolate Medium - BD) a 3%, que
funciona como um agente inflamatério, provocando quimiotaxia de macréfagos para a
regido peritoneal. Apés 72 horas, os animais foram eutanasiados e os macréfagos
peritoneais recuperados por meio da injecdo de meio DMEM a 10% SFB gelado na

cavidade peritoneal e posterior suc¢do da solucdo obtida.
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3.6 Ensaios de invasdo e multiplicacdo com macrdfagos de C57 BL/ 6 Wild

Type imortalizados e peritoneais de BALB/c tratados ou ndo com citocalasina D

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c e imortalizados de C57 BL/6
foram plaqueados em placas de 24 pocos contendo laminulas redondas de 13 mm na
ordem de 10°/poco. Apés a adesdo celular nas laminulas circulares, as células foram
tratadas ou ndo com citocalasina D, na concentracao final de 4uM (MOREHEAD, et al.,
2002). Apo6s 1 hora de tratamento, as células foram lavadas com PBS por trés vezes, e
promastigotas de L. amazonensis foram adicionados na ordem de 10 parasitos por célula
nos ensaios de invasao e 5 parasitos por célula nos ensaios de multiplicacdo. Apo6s 0s
tempos de 4, 24 e 48 horas as laminulas foram fixadas com Bouin por 15 minutos,
lavadas com PBS e coradas com Giemsa (SIGMA- ALDRICH) (1:20) por 40 minutos.
Apo6s esse tempo as laminulas foram descoradas com concentracBes decrescentes de
acetona e crescentes de xilol (VALLADA, 2002).

3.7 Obtencao de células Knockdown (KD) para diversas proteinas celulares

Macréfagos de camundongos C57/BL6 imortalizados foram transduzidos com
particulas de lentivirus contendo um shRNA para varias proteinas. Para isso as células
foram plaqueadas em placas de 6 pogos na ordem de 2,5 x 10° células/ pogo. No dia 2 o
meio celular foi substituido por uma solu¢do de meio DMEM e polybrene (brometo de
hexadimetrina) (sc-134220) em uma concentracdo final de 5ug/mL. Poybrene é um
polimero catiénico que neutraliza a interacdo entre as cargas virais e do acido sialico na
superficie das células com a finalidade de aumentar a ligacdo do capsideo viral com a
membrana celular. O volume de 10 pL das particulas de Lentivirus contendo shRNA
para as proteinas Arp-2 (sc-29738-V), AFAP1L1 (sc-140895-V), Galectina-3 (sc-
35443-V), Septina-4 (sc-36477-V), Septina-14 (sc-153339-V) e WASp (sc-36830-V)
foram adicionados nos poc¢os separadamente em duplicata para cada proteina, as células
foram agitadas levemente e incubadas em estufa a 37°C e 5% CO, overnight. No dia 3,
0 meio de cultura foi reposto sem o Polybrene e as celulas foram incubadas novamente
overnight. No dia 4, as células foram tripsinizadas e repartidas na proporcdo 1:3 (as
células contidas em um pocgo foram dividas em 3 pogos), essa divisdo é necessaria para

iniciar o processo de selegdo das celulas transduzidas com maior eficiéncia. Para


http://www.scbt.com/datasheet-134220-polybrene.html
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selecionar as células contendo shRNA, estas foram mantidas em solucdo de meio
DMEM e Dicloridrato de Puromicina (sc-108071) (antibidtico de sele¢cdo) em uma

concentragéo final de S5pg/mL.

3.8 Ensaios de invasdo e multiplicagdo com células knockdown

Células transduzidas foram plaqueadas em placas de 24 pocos na ordem de 10°/poco
e incubadas overnight em estufa de CO,. No dia seguinte, promastigotas de L.
amazonensis foram adicionados na ordem de 10° parasitos/ poco para os ensaios de
invaséo e 5x10° parasitos/ pogo nos ensaios de multiplicacdo. Nos tempos de 4, 24 e 48
horas as laminulas foram fixadas em formaldeido 4% ou Bouin para Reacdo de
Imunnofluorescencia Indireta (RIFI) ou coloracdo com Giemsa, respectivamente
(VALLADA, 2002).

3.9 Citometria para confirmacédo do shRNA

Para confirmacdo do knockdown, células wild type (WT) e Knockdown (KD) para
AFAP-1L1, ARP2, Galectina-3, Septina 4, Septina 14 e WASp foram contadas (107) e
fixadas em formaldeido 4 % (Milliore) por uma hora. Apos esse periodo, as células
foram lavadas com PBS e incubadas em solu¢do de PGN (PBS+ Gelatina 0,25% +
Azida sodica 0,1%) por 3 horas. Para marcacdo das células, foram preparadas solucdes
com os anticorpos anti-AFAP1L1 (sc-134653), anti-Arp2 (sc-15389), anti-Galectina-3
(sc-19283), anti-Septina 4 (sc-20179) anti-Septina 14 (sc-244109) e anti-WASp (sc-
8353) na propor¢cdo de 1:50 diluidos em PGN+ 0,1% Saponina overnight. No dia
seguinte, as amostras foram lavadas com PBS e incubadas com uma solucdo de PGN
saponina e anticorpo secundario (1:100) conjugado com fluorocromo FITC (Invitrogen
A11034) durante 3 horas. Apos esse tempo as células foram lavadas novamente com
PBS e submetidas a andlise pelo citdmetro FacsCanto Il. Os resultados da citometria

foram analisados pelo software FlowJo 10.


http://www.scbt.com/datasheet-108071.html
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4.0 Ensaio de invasdo com macrofagos fixados

Para verificar o processo de entrada ativa de promastigotas de L. amazonensis em
macréfagos imortalizados de C57BL/6, 10° células foram previamente plaqueadas em
placas de 24 pocos contendo laminulas circulares e fixadas em solucdo de DMEM e
0,01% de formaldeido por 40 minutos. Apds esse tempo, as células foram lavadas com
PBS e promastigotas metaciclicas de L. amazonensis foram incubados na quantidade de
10 parasitos/ célula por 4 horas. Apoés esse periodo, as células foram lavadas novamente
com PBS por duas vezes para retirar parasitos ndo internalizados e ndo aderidos.
Posteriormente as células foram fixadas em bouin por 15 minutos e coradas com

Giemsa para analise em microscopia optica.

4.1 Inibidores de vias de sinalizacdo e suas respectivas concentracgdes de uso

Inibidores das vias de sinalizacdo utilizados nos experimentos, fabricantes e

concentragdes de uso, estdo reunidos na tabela abaixo.

Tabela 1. Inibidores das vias de sinalizacao

Via de x
- T . Concentragéao Tempo de
Inibidor sinalizacdo Fabricante
L de uso tratamento
inibida
Cayman
LY294002 PI3K Chemical 50 uM 1-2h
Cell
U0126 MEK1/2 Signalling 10puM 1-2h
Cell
PD98059 MEK1 Signalling 50 pM 1-2h
Cayman
Rapamicina m-TOR Chemical 10 nM 1-2h
Itu ERK2 Santa Cruz 20 uM 1-2h
Cayman
FTS Ras Chemical 50 uM 1-2h

Triciribine Akt BioVision 3,1mM 1-2h
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4.2 Ensaio de viabilidade com os inibidores das vias de sinalizacéo

Para verificar se a atividade bioldgica dos inibidores nas células seria devido a
diminuigéo da viabilidade celular, fizemos um ensaio de viabilidade celular utilizando a
resazurina (Alamar Blue). Macrofagos peritoneais de BALB/c foram plaqueadas em
placas de 96 pocos na ordem de 2x10* células/poco e incubadas em estufa de CO,
overnight. No dia seguinte, os diferentes inibidores foram adicionados na mesma
concentracdo utilizada nos experimentos subsequentes e ap6s 1 hora ou 24 horas de
tratamento com os inibidores, foi acrescentado 8 pL de resazurina (volume previamente
padronizado para este tipo celular) por poco. A placa foi incubada em estufa a 37°C e
5% CO, coberta com papel aluminio, evitando a luz e, ap6s cerca de 20 horas fizemos a
leitura da absorbancia em espectrofotometro em comprimento de onda a 594 nm.

4.3 Ensaio de cinética durante a formacdo do fagolisossomo utilizando

inibidores das vias de sinalizacéo celular

Macréfagos peritoneais de BALB/c na ordem de 10° células/poco foram plaqueados
em placas de 24 pocos contendo laminulas circulares de 13 milimetros. Apos 24 horas,
tempo necessario para adesao celular, as células foram tratadas com os inibidores das
vias de sinalizacdo (Akt, MEK1, MEK1/2, PI3K, m-TOR, ERK2, Ras), nas
concentracOes indicadas pelos fabricantes (resumidas na tabela 1). Ap6s uma hora de
tratamento as células foram lavadas com PBS e as formas promastigotas de L.
amazonensis na fase estacionaria na ordem de 10%/poco foram adicionadas. Apés 15
minutos todos os pocgos foram lavados com PBS para retirar os parasitos ndo aderidos
ou ndo internalizados. Nos tempos de 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 3 horas e 6 horas,
as laminulas foram fixadas com formaldeido 4%, e marcadas com solugdo contendo
anticorpo primério anti-Leishmania na proporcdo (1:3000) e anti-LAMP 1 (1:10)
diluidos em PGN saponina (PBS + Gelatina + Azida (0,1%) + saponina (0,1%)). As
laminulas foram mantidas overnight em camara escura, e no dia seguinte foram lavadas
com PBS e incubadas com anticorpo secundario na proporcao (1:100) e 4',6-diamidino-
2-fenilindole-DAPI (marcador de é&cidos nucleicos) (1:500). As laminas foram

analisadas por microscopia confocal.
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4.4 Ensaio de invasédo utilizando inibidores das vias de sinalizacéo celular

Macrdfagos peritoneais de BALB/c foram plaqueados, tratados e incubados com
promastigotas da mesma forma descrita no item 4.3. Ap6s 4 horas de invasdo, 0s
parasitos ndo aderidos ou ndo internalizados foram lavados com PBS, as laminulas
foram fixadas em formaldeido 4% e marcadas com anticorpo primario anti-Leishmania
(1:3000) na mesma propor¢do indicada acima. As laminas foram analisadas por
microscopia confocal (SILVA, et al., 2009).

4.5 Ensaio de multiplicagdo utilizando inibidores das vias de sinalizagéo
celular

Macrofagos peritoneais de BALB/c também foram plaqueados, tratados e
incubados com promastigotas de L. amazonensis como descrito no item 4.3. Apos 4
horas de invasdo os parasitos ndo aderidos ou internalizados foram retirados por
lavagens sucessivas com PBS. O tratamento foi repetido durante trés dias, uma vez ao
dia, sendo o tratamento considerado continuo apds 0 momento da invasdo. Nos tempos
de 24, 48 e 72 horas as laminulas foram fixadas em formaldeido 4% e marcadas com
anticorpo anti-Leishmania, seu conjugado e DAPI. As laminas foram analisadas por

microscopia confocal (SILVA, et al., 2009).

4.6 Western Blot para verificar as vias de sinalizacdo envolvidas durante o

processo de invasdo de L. amanzonensis

Para verificar quais vias de sinalizacdo estdo envolvidas na cinética de invaséo de
L. amazonensis, macrofagos peritoneais de BALB/c foram plaqueados em placas de 6
poc¢os na ordem de 10° células/pogo em duplicata, e incubadas em estufa overnight. No
outro dia, formas promastigotas metaciclicas de L. amazonensis (na quantidade de 10
parasitos/célula) foram incubadas com os macrofagos. Nos tempos de 15, 30 minutos, 1,
3, 6 e 12 horas ap0s a invasao, os pocos foram lavados com PBS e extratos celulares
foram obtidos por meio do acréscimo de 200 pL de tampéo fosfatase. A solucgéo obtida
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foi centrifugada a 10000 rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi transferido para novo
tubo e as amostras foram congeladas a -20°C. Para normalizar a quantidade de amostras
proteicas a serem analisadas foi realizada uma dosagem proteica pelo método de
Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras foram enviadas para o Instituto Butantan
(Sdo Paulo) para que fossem analisadas por Western blot pelo Pesquisador Pds

Doutorando Matheus Henrique Santos Dias, colaborador da pesquisa.

4.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism versdo
6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos como
média * desvio padrdo de pelo menos trés experimentos independentes, em triplicata. A
comparacgado de dos resultados entre os grupos foi analisada pelo teste t ou ANOVA. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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5.0 Resultados

5.1 Efeito da citocalasina D na invasdo e multiplicacdo de L. amazonensis em

macrdéfagos murinos.

Para compreendermos o papel da polimerizacdo do citoesqueleto de actina no
processo de entrada e permanéncia de L. amazonensis, ensaios de invasdo e
multiplicagcdo foram realizados com macrofagos peritoneais de BALB/c e macrofagos
imortalizados de camundongos C57/BL6 (10°/ poco) pré-tratados ou ndo com 4puM de
Citocalasina D por uma hora antes da incubacdo com os parasitos. Nos ensaios de
invasdo e multiplicacdo, apds uma hora e antes da incuba¢do com 0s promastigotas de
L. amazonensis 0s pogos foram lavados para retirar o tratamento. Nos ensaios de
multiplicagdo, ap6s 4 horas de invasdo, as células foram lavadas para retirar os parasitos
ndo internalizados e o tratamento com citocalasina D foi resposto na mesma

concentracédo (4uM).

Os resultados mostraram uma grande reducao na taxa de invasdo de L. amazonensis
em ambas as células tratadas com citocalasina D. A quantidade de parasitos também foi
contabilizada evidenciando uma reducgdo significativa na carga parasitéria, entretanto
ainda existe uma taxa de invasdo relevante, com cerca de 40% das células totais
invadidas, ou seja, independente do efeito da citocalasina D (Figura 1A e 1F). Em
contraste, contabilizamos maior nimero de parasitos nos macrofagos pré-tratados com
citocalasina D do que nos macr6fagos nao tratadas no tempo de 24 horas ap6s a invasao
(Figura 1G).
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Figura 1. Efeito da citocalasina D na invasdo e na multiplicagdo de L. amazonensis em macr6fagos murinos.
Macrdfagos imortalizados de camundongos C57 BL/6 e peritoneais de BALB/c foram pré tratados com citocalasina D
(4uM) por 1 hora e incubados com promastigotas de L. amazonensis na ordem de 10 parasitos/ célula nos ensaios de
invasdo por 4 horas e 5 parasitos/ célula nos ensaios de multiplicagdo por 24 horas. Apds esse tempo, as células foram
fixadas e coradas com Giemsa A. Porcentagem de células infectadas e nimero de parasitos internalizados em macrofagos
C57 BL/6 (iM@BL/6) pré-tratados ou ndo com citocalasina D; B. Ilustragdo de iM@BL/6 sem tratamento (Aumento de 40x);
C. Aumento de 100x. D. Ilustragdo de iM@BL/6 tratados com citocalasina D (Aumento 40x); E. Aumento 100x; F.
Porcentagem de células infectadas e nimero de parasitos internalizados em macréfagos de BALB/c pré tratados ou ndo com
citocalasina D; G. NUmero de parasitos em 100 macrdfagos infectados, tratados ou ndo com citocalasina D, ap6s 24 horas de
invasdo. *p<0,05 ; **p<0,01; **** p<0,0001.
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5.2 Proteinas relacionadas ao citoesqueleto de actina interferem no processo de

invasdo e multiplicacdo de L. amazonensis.

Para demonstrar o efeito nas células transduzidas com particulas de lentivirus
contendo shRNA especificos que provocam a diminui¢do da expressdo das proteinas
AFAPI1L1, Arp2, Galectina-3, Septinas 4, 14 e WASp, nds realizamos um ensaio de
citometria de fluxo para analise da expressdo da proteina de interesse na célula
knockdown (KD) em comparagdo com a célula Wild Type (WT). Os nossos resultados
mostraram que houve reducdo na expressao das proteinas nas células transduzidas com

particulas virais contendo shRNA especificos para cada proteina (Figura 2).

Macréfagos C57 BL/6 (10°células/poco) WT e KD para as proteinas, AFAP1L1,
Arp2, Galectina-3, Septinas 4 e 14, WASp foram incubados com formas promastigotas
de L. amazonensis por 4 horas (10 parasitos/célula), apos adesdo celular overnight. Os
resultados mostraram aumento significativo na internalizacdo e na carga parasitaria nas
células KD para Galectina-3, Arp2 e WASp (Figura 3A e 3B). Entretanto, a baixa

expressao das outras proteinas ndo interferiu no processo de entrada desse protozoario.

Por outro lado, ap6s 24 e 48 horas da invasdo, houve aumento no nimero de
parasitos por célula nos macréfagos KD para Gal-3 em relacdo a célula WT. As células
KD para Arp2 apresentaram um discreto aumento no numero de parasitos, mas a

diferenga ndo foi estatisticamente relevante (Figura 4A e 4B).

Apos esses resultados, realizamos ensaio de invasdo com macréfagos WT fixados
ou ndo com 0,01% de formaldeido e outro ensaio de invasdo com as células WT, Arp2
KD, Gal-3 KD e WASp KD pré-fixadas por 40 minutos. Os resultados mostraram que
mesmo com as células fixadas houve internalizacdo de parasitos, comparando as células
WT fixadas ou ndo (Figura 5A), e houve também aumento significativo na
internalizacdo de L. amazonensis quando comparamos as células fixadas WT e Arp2
KD, Gal-3 KD e WASp KD (Figura 5B).
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Figura 2. Citometria de fluxo para confirmagéo do Knockdown. A. Figura representativa da andlise por citometria
da Intensidade Média de Fluorescéncia entre de macrofagos C57 BL/6 Wild Type-WT (rosa) e macr6fagos C57 BL/6
AFAP1-L1 Knockdown-KD (azul); B. Intensidade Média de Fluorescéncia comparando as células WT e KD .
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Figura 3. Ensaio de invasdo com L. amazonensis e macréfagos C57 BL/6 WT e knockdown (KD) para AFAP1L1,
Arp2, Gal-3, Septina 4 e 14 e WASp. Macréfagos C57 BL/6 WT e KD foram incubados com 10 parasitos / célula por 4
horas. Apds esse periodo as células foram fixadas e marcadas com anticorpo primario Anti-Leishmania e anticorpo
secundario conjugado com TRITC. A. Porcentagem de células infectadas apés 4 horas de invasdo em 100 células totais; B.
Numero de parasitos internalizados; C. Microscopia confocal com as células kncokdown para Arp2, Gal-3 e WASpP, as
quais apresentaram diferencas significativas em relacdo as células wild type (WT). Em vermelho: L.amazonensis
internalizadas; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Figura 4. Multiplicacdo de L. amazonensis em macréfagos C57 BL/6 WT e knockdown (KD) para Arp2, Gal-3 e
WASp. Macrofagos C57 BL/6 WT e KD que apresentaram diferenca na taxa de invasdo foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis por 4 horas (5 parasitos/célula), apds esse periodo os parasitos ndo aderidos ou ndo
internalizados foram lavados e apds os tempos de 24 e 48 horas as células foram fixadas, marcadas com Giemsa e
analisadas por microscopia Optica. A. Carga parasitaria ap6s 24 horas de invasdo; B. Carga parasitaria ap6s 48 horas de

invasdo. *p<0,05.
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Figura 5. Invasdo de promastigotas de L. amazonensis em macrofagos de C57 BL/6 WT e KD pré-fixados com

formaldeido. A. Porcentagem de macrofagos C57 BL/6 infectados pré-fixados ou ndo com formaldeido (0,01%); B.

Porcentagem de células infectadas pré-fixadas com formaldeido. C. Foto de microscopia Optica com macrofagos WT néo

fixados corados com Giemsa (aumento 40x); D. Aumento 100x; E. Foto de microscopia ptica com macrofagos WT pré-

fixados com formaldeido e corados com Giemsa (aumento 40x); F. Aumento 100x. **p<0,01; ***p<0,001;****p<0,0001.
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5.3 Vias de sinalizacdo envolvidas no trafego intracelular de L. amazonensis

Antes de iniciar os ensaios envolvendo o protozoédrio L. amazonensis e 0s
inibidores das vias de sinalizacdo, fizemos um teste de viabilidade celular, com o
objetivo de demonstrar que o efeito ou atividade desses inibidores ndo foram
mascarados pela reducéo da viabilidade celular. O ensaio foi realizado com tratamentos
de 1 hora e 24 horas para abranger as situac6es subsequentes. Os resultados mostraram
que ndo ha reducdo da viabilidade celular nas células tratadas com os inibidores nos

dois tempos descritos acima (Figura 6A e 6B).

A partir disso, para compreender quais vias de sinalizagéo celular s&o mobilizadas
durante o trafego intracelular de L. amazonensis, fizemos ensaios de cinética de
recrutamento de lisossomos para o fagossomo contendo parasitos em macrofagos
peritoneais de BALB/c nos tempos de 15 minutos, 1, 3 e 6 horas, apds um pré-
tratamento celular com os diversos inibidores das vias de sinalizagdo (MTOR, ERK,
MEK 1, MEK1/2, PI3K, AKT, Ras) por uma hora. Apds esse periodo, lavamos as
células para retirar o tratamento antes da incubacdo com os parasitos. Nossos resultados
mostraram que a inibicdo das vias de sinalizacdo envolvendo AKT, MEK1/2, ERK,
mTOR e Ras atrasou o trafego de lisossomos até o fagossomo contendo parasitos nos
primeiros tempos (15, 30 minutos), a via de AKT até uma hora, e as vias de ERK e
MEK1/2 até o tempo de 3 horas ap0s a internalizac¢do do protozoario (Figura 7 A, B, C,
D e E). Nestes experimentos, ndo realizamos nenhuma andlise envolvendo o tamanho

dos vacuolos contendo parasitos.

Para complementar o entendimento das vias de sinalizacdo ativadas no processo de
entrada e estabelecimento de L. amazonensis em macréfagos murinos, nos investigamos
quais vias estariam sendo ativado por meio de Western blot em parceria com o Dr.
Matheus Henrique dos Santos Dias do Instituto Butantan. Os resultados mostraram que
a via de AKT ¢ ativada com a entrada da L. amazonensis na célula hospedeira nos
tempos de 15 e 30 minutos, e que a via envolvendo MEK-ERK ¢ ativada principalmente

nos tempos de 15 e 30 minutos e 1 hora apds a invasao (Figura 8).

Além disso, realizamos ensaios de invasdo utilizando macrofagos peritoneais de
BALB/c (10°/poco), promastigotas de L.amazonensis e os diversos inibidores das vias

de sinalizacdo. Os resultados indicaram que houve reducédo altamente significativa na
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taxa de invasdo e na carga parasitaria dos macrofagos peritoneais tratados com
inibidores das vias de PI3K, ERK, MEK1/2 e ainda, reducéo discreta na taxa de invasao
nas células tratadas com inibidor de AKT (Figura 9A e B).

Para verificar se as vias de sinalizagdo que apresentaram atividade no atraso da
maturacdo fagossomal podem interferir na continuidade da infeccdo, ensaios de
multiplicacdo de L. amazonensis em macréfagos peritoneais de BALB/c com tratamento
continuo também foram realizados. Os resultados mostraram que a inibicdo das
diferentes vias de sinalizacdo provocou uma discreta diminuicdo, mas néo
estatisticamente relevante, na quantidade de Leishmania ap0s 24 horas de invasédo
(Figura 10).
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Figura 6. Viabilidade celular de macréfagos tratados durante 1 hora e 24 horas com os inibidores das vias de
sinalizacdo celular. Macrofagos peritoneais de BALB/ ¢ foram pré-tratados com os diversos inibidores das vias de
sinalizacdo nas concentracdes sugeridas pelos fabricantes por 1 hora ou 24 horas, para verificar a viabilidade das células.
Para o teste utilizamos a Resazurina (Alamar blue) A. Viabilidade celular apés 1 hora de tratamento; B. Viabilidade

celular apés 24 horas de tratamento.
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Figura 7. Sinalizacdo celular envolvida do trafego de lisossomos para o fagossomo contendo L. amazonensis. A. 15
minutos de invasdo; B. 30 minutos de invasdo; C. 1 hora de invasdo; D. 3 horas de invaséo; E. 6 horas de invasdo; F.
Microscopia confocal, Vermelho: LAMP-1 (Proteina associada ao lisossomo 1), Verde: L. amazonensis marcada com
anticorpo primario anti-Leishmania e secundario anti anti-Leishmania conjugado com fluorocromo FITC. Setas indicam

parasitos internalizados. *p<0,05; ** p<0,01.
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Tabela 2. Dosagem proteica dos extratos celulares para Western blot das vias de

sinalizagdo

Amostras Dosagem proteica (mg/mL)

Macroéfagos peritoneais de BALB/c sem L. 24
amazonensis '

Macrofagos peritoneais de BALB/c apos 15 16
minutos de invasdo '

Macréfagos peritoneais de BALB/c apds 30 14
minutos de invasdo ’

Macrofagos peritoneais de BALB/c apés 1 hora 29
de invaséo '

Macrofagos peritoneais de BALB/c ap6s 3 32
horas de invasio '

Macrofagos peritoneais de BALB/c ap6s 6 35
horas de invasdo ’

Macréfagos peritoneais de BALB/c apds 12 27

horas de invasao
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Figura 8. Western Blot para verificar ativacdo das vias ERK, AKT durante a cinética de invasdo de
promastigotas de L. amazonensis em macrofagos peritoneais de BALB/c. Crtl- macrdéfagos peritoneais de
BALB/c ndo infectados. 15°- macrofagos peritoneais de BALB/c apds 15 minutos de invasdo; 30°- ap6s 30 minutos
de invasdo; 1h — apds 1 hora de invasdo; 3h- ap6s 3 horas de invasdo; 6h — apds 6 horas de invasao; 12h- apés 12

horas de invasao.
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Figura 9. Sinalizacdo celular envolvida no processo de invasdo de L. amazonensis. Macréfagos peritoneais
de BALB/c foram previamente tratados com os diversos inibidores das vias de sinalizagdo por uma hora.
Posteriormente foram lavados e incubados com 10 parasitos por célula por 4 horas. Ao final desse periodo, as
laminulas foram fixadas e coradas com Giemsa para analise por microscopia Optica. A. Porcentagem de
macrofagos peritoneais de BALB/c infectadas por L. amazonensis ap6s pré-tratamento com diversos inibidores
das vias de sinalizacdo celular. B. Numero de parasitos em 100 células infectadas. *p<0,05; ***p<0,001;
****p<0,00001.
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Figura 10. Numero de L. amazonensis em macrofagos peritoneais de BALB/c ap6s 24 horas da invaséo,
tratados continuamente com inibidores das vias mTOR, ERK, MEK1/2, AKT e Ras. Macréfagos peritoneais
de BALB/c foram previamente tratados com os inibidores das vias de sinalizacdo descritas acima, ap6s uma hora,
as células foram lavadas, incubamos os parasitos (5 parasitos/ célula) e deixamos por 4 horas. Apos esse periodo
de internalizacdo as células foram novamente lavadas para retirada de parasitos ndo internalizados e o tratamento
com os inibidores foram repostos. Ao final das 24 horas as laminulas foram fixadas e coradas com Giemsa, e

analisadas por microscopia Optica.
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6.0 Discussao

6.1 Participacdo do citoesqueleto celular do hospedeiro na infeccdo de formas

promastigotas de L. amazonensis

Leishmania sdo protozoarios transmitidos por flebotomineos hemat6fagos que
causam doencgas humanas e zoonoses, provocando mortalidade significativa em todo o
mundo (DESJEUX, 2004). Ap6s a entrada de promastigotas metaciclicos no hospedeiro
mamifero, estes entram em macrofagos mediados por interacBes especificas entre
moléculas da superficie do protozoario e receptores da célula hospedeira, como
receptores de manose, receptores do complemento 2 e 3 e receptores Fcy,
desencadeando processo de fagocitose (KAYE; SCOTT, 2011).

Fagocitose é um mecanismo de internalizacdo de particulas >0,5 um, e é usada por
células especializadas tais como macréfagos, neutrofilos e células dendriticas, para se
livrarem de particulas estranhas ou debris celulares. Esse processo é iniciado pelo
reconhecimento de particulas estranhas por diversos receptores na superficie celular. A
ligacdo nestes receptores inicia uma série complexa de eventos, incluindo polimerizacéo
do citoesqueleto de actina, extensdo da membrana plasmatica, finalmente levando a
internalizacdo de particulas. A familia de GTPases Rho (Rac, Rho e Cdc 42) regulam
numerosas fungdes celulares, as quais muitas delas requerem alteracGes no citoesqueleto

de actina.

As citocalasinas sdo metabolitos fungicos que tém a capacidade de se ligar aos
filamentos de actina e bloquear ou impedir a polimerizagdo de actina. Como resultado
da inibicdo da polimerizacdo da actina as citocalasinas podem alterar a morfologia
celular e inibir processos celulares tais como a divisdo celular e a fagocitose
(HEPTINSTALL, et al.,1998).

Nossos resultados mostraram diminuicdo na entrada de promastigotas de L.
amazonensis nos macrdfagos pre-tratados com citocalasina D, o que era esperado ja que
a principal forma descrita de entrada desse protozoario em macrofagos é por meio da
fagocitose. Em contrapartida, existe a presencga de L. amazonensis em aproximadamente
43% a 56% das células totais em macrofagos C57BL/6 e macrofagos peritoneais de
BALB/c, respectivamente, tratados com citocalasina D, fato que ndo pode ser
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desconsiderado. Diferentemente do estudo realizado por Morehead e colaboradores
(2002) que mostra uma dréstica reducdo da entrada de formas amastigotas de L.
amazonensis com diminuicdo de cerca de 70% da fagocitose em células CHO (células

ovarianas de hamster chinés) tratadas com citocalasina D.

Células ndo fagociticas tem sido descritas como possiveis hospedeiras de L.
amazonensis, como fibroblastos (KAYE; SCOTT, 2011) e células musculares (SILVA-
ALMEIDA, et al, 2010). Entretanto, os mecanismos envolvidos na entrada e
permanéncia do protozoario dentro das células ndo fagociticas permanecem pobremente
entendidos. Desta forma, nossos resultados sugerem que além do processo fagocitico,

formas promastigotas de L. amazonensis podem invadir ativamente a célula hospedeira.

Outro resultado interessante aparece no tempo de 24 horas apds a invasdo de L.
amazonensis em macrofagos tratados ou ndo com citocalasina D. Fica evidente que a
ndo polimerizagdo de actina ou deficiéncia da mesma, provoca um aumento na
multiplicacdo e/ou na persisténcia (se a diferenca nao for devido a multiplicagdo) desse
protozoario em relacdo as células ndo tratadas com citocalasina D no tempo de 24 horas

apos a internalizacéo.

Sabe-se que o processo de entrada de Leishmania nos macro6fagos que ocorre por
meio da fagocitose desencadeia a formacdo de endossomos que se fundem a vesiculas
contendo pH é&cido, os lisossomos, e que durante esse processo, ocorre a mudanca da
forma promastigota para a forma amastigota, que pode ser resistente as hidrolases
presentes nos lisossomos (VINET, et al., 2009; ASSIS, et al.,, 2011). A forma
amastigota se multiplica neste ambiente hostil e por isso é considerada a forma
responsavel pela persisténcia da infeccdo. Contudo em experimentos in vitro a taxa de
sobrevivéncia dos amastigotas ndo € muito alta, o que explicaria 0 ndo aumento do
namero de Leishmanias ap6s a invasdao em macrofagos ndo tratados com citocalasina D
(HSIAO, et al., 2011). E ainda, todo esse processo é dependente do citoesqueleto
celular, principalmente dos microtibulos (SOLDATI; SCHLIWA, 2006) Sendo assim,
estariamos presenciando um processo de entrada ativo, independente do citoesqueleto
de actina, das formas promastigotas de L. amazonensis? E a menor quantidade de
parasitos no tempo de 24 horas nos macrofagos ndo tratados com citocalasina D seria
devido ao fato dessas células possuirem seus mecanismos de defesa iniciais, como a

formagéo do fagolisossomo apds o processo de fagocitose, funcionais? E no caso das
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células tratadas com citocalasina D, ocorre um processo de persisténcia dos parasitos
por ndo haver condigdes de respostas intracelulares eficazes e adequadas na auséncia de

citoesqueleto funcional?

Para entendermos um pouco melhor sobre o processo de entrada de L. amazonensis
nos macrofagos dependente do citoesqueleto celular, células knockdown (KD) para
proteinas relacionadas com o citoesqueleto de actina como Arp2, WASp, Septinas 4 e
14 e Galectina- 3 foram preparadas durante nossos estudos. Nossos dados mostraram
um aumento da internalizacdo dos parasitos nas células KD para WASp, Arp2 e

Galectina-3.

WASp é uma proteina celular que interage com varios fatores citoplasmaticos
envolvendo transducdo de sinais e citoesqueleto de actina. O estudo desenvolvido por
Haein Park e Dianne Cox (2009) mostrou diminui¢do de aproximadamente 50% da
fagocitose de células vermelhas do sangue por macréfagos com baixa expressao de
WASp. A fagocitose residual foi atribuida a outra proteina da familia WASp, a N-
WASp. Quando esses pesquisadores utilizaram um inibidor seletivo de WASp e N-

WASp, a Wiskostatina, a fagocitose foi praticamente nula.

N-WASp possui extensa homologia com WASp possuindo 80% de identidade em
dominios funcionais. Estas proteinas podem se substituir em muitos ensaios in vitro
(MOULDING, et al., 2013). Sendo assim, nossos resultados sugerem a participacdo de
N-WASp na manutencao do processo de fagocitose, o que poderia explicar parcialmente
0 aumento do numero de células infectadas, juntamente com um mecanismo,
supostamente alternativo e independente do citoesqueleto, de entrada ativa de L

amazonensis nos macrdfagos murinos, vistos nos experimentos anteriores.

Arp2 faz parte de um complexo de proteinas relacionadas a actina (complexo Arp
2/3) que tem papel importante na nucleacao de filamentos de actina. WASp contém um
dominio VCA que ativa a nucleacdo do complexo Arp 2/3 durante a polimerizacdo de
actina em tempos e locais biologicamente adequados. Com isso, as duas proteinas
possuem papeis importantes e interligados, e a diminuicdo dessas proteinas que regulam

o citoesqueleto parece favorecer o processo de entrada de L. amazonensis.

Além disso, 0 atraso na maturacdo fagossomal induzida por promastigotas é

caracterizada por acumulacdo perifagossomal de F-actina (HOLM, et al., 2001), e por
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retencdo fagossomal de componentes da maquinaria de polimerizacdo da actina,
incluindo complexo Arp 2/3, proteina WASp (LODGE; DESCOTEAUX, 2005a). Com
base nisso, estariamos presenciando um evento de entrada promovido pelo proprio
parasito independente do citoesqueleto? O que explicaria também a entrada em células

néo fagociticas.

Galectinas formam uma familia de lectinas que possuem dominio conservado de
reconhecimento de carboidratos e normalmente se ligam a glicanos contendo [3-
galactosideos. Entretanto, existem diferencas sutis nos dominios de reconhecimento
entre as galectinas que resultam em afinidades de ligacdo distintas para ligantes
especificos (COOPER; BARONDES, 1999). Elas sdo reguladores essenciais do sistema
imunolégico, sdo expressas em quase todas as células imunes e tém papéis
fundamentais em processos bioldgicos, incluindo a adesdo celular, quimiotaxia,
regulacdo do crescimento e inflamagdo (DI LELLA, et al., 2011). Funcdes efetoras de
galectinas sdo exercidas intra e extracelularmente, podendo fazer liga¢do cruzada com a
superficie da célula ou glicoconjugados da matriz, conduzindo a adesdo e/ou a ativagao
de cascatas de sinalizacdo que modulam atividades celulares e sobrevivéncia
(BOSCHER, et al., 2011). Além de ligantes celulares, galectinas também se ligam na
superficie de microrganismos e, assim, tem atraido a atencdo para a investigacdo em
seus papéis como potencial receptor de patégenos e regulador de respostas a infecgédo
(VASTA, 2009).

Galectina-1 (Gal-1) inibe a liberacdo de &cido araquiddnico, bloqueia a sintese de
Oxido nitrico e aumenta a atividade da arginase. Por conseguinte, o tratamento com Gal-
1 inibe a producdo de IFN-y induzida pela fagocitose a partir do receptor Fc, inibe a
expressao de MHC Il em mondcitos e macréfagos humanos (BARRIONUEVO, et al.,
2007) e bloqueia a secrecdo de IL-12 a partir de macréfagos infectados com parasitos
(ZUNIGA, et al., 2001). Foi descrito também que Gal-1 pode regular negativamente a
funcdo e ativacdo da apresentacdo de antigenos em mondcitos e macrofagos. Por outro
lado, Gal-3, modula a producédo de algumas citocinas, tais como IL-1, IL-5 e IL-8 em de
monocitos e macrdfagos, assim como em alguns outros tipos celulares (FILER, et al.,
2009). Gal-3 também induz influxo de Ca®** em monécitos (LIU, et al., 1995), atua
como um quimio atraentre de mondcitos, macrofagos e células endoteliais, aumenta
depuracdo de macrdfagos de neutrdfilos apoptéticos e participa de muitos outros

processos (NOVAK, et al., 2012). Macrofagos que sdo deficientes para galectina-3
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apresentam fagocitose defeituosa (SANO, et al., 2003). Além disso, Gal-3 e Gal-9
ligam-se a superficie de Leishmania major e gal -9 promove a interacéo entre L. major e

0 macrofago hospedeiro, facilitando sua invasdo (PELLETIER, et al., 2003).

A partir dessas informacGes, nossos resultados mostraram que a diminuigdo da
expressao de Gal-3 facilitou a entrada e também a multiplicacdo e /ou permanéncia de
L. amazonensis em macréfagos murinos, sugerindo um papel protetor da galectina-3
contra esse protozoario. Por outro lado, a diminui¢do da expressdo de Galectina-3 pode
ter favorecido a ligacdo a outras galectinas na superficie dos macréfagos como as
galectinas 1 e 9. Como visto acima, Gal-1 poderia favorecer a infeccdo e Gal-9 que ja
foi descrita como ligante de L. major, estaria mediando sua adesdo e entrada na célula
hospedeira. Além disso, Gal-3 esta associada ao processo de polimerizacdo de actina e
dindmica de membrana da célula hospedeira, tornando-se mais uma possivel evidéncia

da entrada de L. amazonensis independente do citoesqueleto de actina.

Nossos dados também mostraram a presenca de L. amazonensis em
aproximadamente 30% dos macréfagos pré-fixados com formaldeido, outro indicio de
entrada desse parasito de forma independente da célula hospedeira, o que pode
caracterizar entrada ativa. De forma contraria, a pesquisa realizada por Zenian e
colaboradores (1979) que descreve a entrada de Leishmania tropica em macr6fagos
peritoneais de murinos, e apresentam entrada de L. tropica proxima de zero em células

pré-fixadas.

Com base nesses resultados, acreditamos estar diante de uma possivel quebra de
paradigma envolvendo a Leishmania spp e sua interacdo com as células do hospedeiro.
Outros experimentos devem ser determinantes para entender melhor esse fendmeno.
Seré que as formas promastigotas se transformam em formas amastigotas apds a entrada
nas células nao fagociticas? Sera que ela é capaz de se multiplicar e manter a infeccao
por longos periodos? ou seria apenas um forma de escape das células da resposta imune
do hospedeiro? Muitas questdes ainda precisam ser elucidadas.
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6.2 Sinalizacao celular envolvida no trafego intracelular de L. amazonensis

Elucidar componentes reguladores da complexa interacdo entre o parasita e os alvos
celulares é imprescindivel para o entendimento da patologia das leishmanioses. Estudos
demonstram a modulagdo das vias de sinalizacdo e respostas transcricionais do
hospedeiro pelas espécies de Leishmania (OLIVIER, et al., 2012), levando os parasitos
a sobrevivéncia dentro dos macrofagos (UNENO; WILSON, 2012).

No inicio da infeccdo, promastigotas de Leishmania sdo internalizados por
macrofagos em fagossomos. Em seguida essas estruturas sofrem maturacdo, gerando
um compartimento microbicida. Em contrapartida, estes protozoarios desenvolveram
mecanismos de evasao para resistir ao ambiente litico, como por exemplo, a inibi¢do ou
atraso da biogénese fagolisossomal (DESJARDINS, et al. 1997; DERMINE, et al. 2000,
MORADIN; DESCOTEAUX, 2012). No entanto, os mecanismos de sinalizacéo celular
envolvidos nesse processo de atraso da fusdo fagossomo-lisossomo sdo pouco
compreendidos (ASSIS, et al., 2011). Neste estudo, procuramos determinar a
sinalizacdo envolvida na internalizacdo e na biogénese do fagossomo contendo

promastigotas de L. amazonensis.

Nossos resultados mostram o envolvimento das proteinas mTOR, ERK2, MEK1/2,
Akt e RAS no recrutamento de lisossomo para o fagossomo, ja que a fusdo dessas
organelas foi inibida nos primeiros 15 minutos de invasdo e posteriormente 0
envolvimento das vias ERK2, MEK1/2 e Akt até o tempo de 1 hora, sendo que a
inibicdo das vias de ERK2 e MEK1/2 causaram retardo no recrutamento de lisossomos
até 3 horas apos a internalizacao.

Com isso, Akt, ERK2 e MEK1/2 parecem ser as vias de sinalizacdo mais
importantes relacionadas ao trafego de vesiculas nos macrofagos infectados. Além
disso, a pesquisa da sinalizacdo ativada durante a infeccdo por L. amazonensis realizada
por western blot confirma a ativacdo das vias MEK/ERK e Akt nos tempos inicias apds

a invasao.

AKT ¢ indispensavel para as vias de transducdo de sinais que regulam processos
intrinsecos a sobrevivéncia e defesa do organismo, como crescimento celular,
proliferacdo, sobrevivéncia e imunidade. A ativacdo da AKT ¢é bastante regulada nas

células, possuindo pelo menos, trés eventos necessarios para a ativacdo completa de sua



61

atividade enzimatica. O primeiro evento é a répida translocacdo de AKT para a
membrana plasmatica, em resposta a algum estimulo, os dois eventos subsequentes sdo
a fosforilacdo dos residuos Thr308 e Ser473, que transforma AKT em uma potente
quinase (DONG; LIU, 2005).

Enquanto PI3K, é considerado um importante regulador da ativacdo AKT em
resposta a uma variedade de ligantes, estudos recentes destacam grupo diverso de
tirosina (Ackl/TNK2, Src, PTK6) e serina/treonina (TBK1, IKBKE, DNAPKGcs)
quinases que também ativam AKT diretamente (MAHAJAN; MAHAJAN, 2012).

Efeitos relacionados a fusdo fagolisossomal com a participacdo de AKT ativada por
meio da PI3K foram relatados em Dictyostelium discoideum. A fosforilagdo de AKT
atrasou a fusdo do fagossomo-lisossomo promovendo a sobrevivéncia de patdgenos
infectando D. discoideum (RUPPER, et al., 2001). De forma semelhante, nossos
resultados mostraram que a ativagdo de AKT parece estar envolvida no recrutamento de
lisossomo para o fagossomo contendo L. amazonensis, ja que a sua inibicdo provocou
reducdo da fusdo fagossomo-lisossomo nos tempos iniciais apds a invasdo.
Curiosamente a inibicdo da PI3K ndo interferiu na formacéo do fagolisossomo contendo
L. amazonensis, 0 que indica que AKT pode ter sido ativada de forma independente da
PI3K que é comumente responsavel pela translocacdo de AKT para a membrana

plasmatica.

Durante a invasdo de L. amazonensis nos macréfagos murinos vimos que a inibicéo
das vias de sinalizacdo PI3K, e das MAPKs ERK2 e MEK1/2 provocaram alta reducéo
da invasdo e da carga parasitaria, indicando que essas vias podem favorecer a infec¢do

ou serem moduladas por esse parasito para garantir a sua sobrevivéncia.

ERK, uma serina/treonina-quinase envolvida na transducao de sinal a partir de uma
grande variedade de receptores (GUTKIND, 2000), medeia a ativacdo de fatores
nucleares, como fator nuclear-kB, que ¢ importante para a expressdo de citocinas
(SANCHEZ-MEJORADA; ROSALES 1998, REYES-REYES, et al., 2001). No
entanto, o papel da ERK na fagocitose ndo é tdo claro. Pelo menos duas vias que
conduzem a ativacdo de ERK ja foram descritas. Em fagocitos, a ativacdo de ERK pode
resultar de PKC (BRETON; DESCOTEAUX, 2000) ou de PI3K (GARCIA-GARCIA,
et al., 2002). A via dependente de PKC para a ativacdo de ERK envolve a translocagéo

de PKC e Raf-1 para a membrana plasmatica. Raf-1, por sua vez ativa a MAPK quinase
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(MEK), e a ativagdo de MEK leva diretamente a ativacdo de ERK (MARSHALL,
1994).

As moléculas envolvidas na ativacdo de ERK pela PI3K estdo ainda sendo
identificadas, mas é possivel que AKT desempenhe um papel na ativacdo de ERK
(KING, et al., 1997). Independentemente da via de ativacdo, foi visto que a inibicdo de
ERK pelo inibidor PD98059 (MEK/ERK) abole a fagocitose em neutrofilos e
macrofagos (GARCIA-GARCIA, et al., 2002).

Esses dados corroboram com nossos resultados relacionados a fagocitose de L.
amazonensis, a qual foi inibida drasticamente apds o tratamento com os inibidores
especificos de ERK2 e MEK1/2. Por outro lado, o papel das MAPKSs no processo de
maturacdo das vesiculas endociticas ainda permanece obscuro. Entretanto, nossos
resultados também mostram que ocorre a fosforilacdo de ERK até 1 hora ap0s a invasao
do parasito, assim, podemos afirmar que a ativagdo de MEK/ERK consiste em um
importante evento para o trafego intracelular de L. amazonensis dentro do macrdfago

hospedeiro.

A PI3K atua em uma série de processos homeostaticos celulares, incluindo
crescimento, sobrevivéncia, regulacao do ciclo celular, apoptose, migracéo, entre outros
(OGHUMU; SATOSKAR, 2013). Um estudo utilizando o inibidor de PI3Ky (PI3K de
classe 1) AS-605240 e camundongos deficientes em PI3Ky, mostrou que o bloqueio
seletivo ou a deficiéncia de PI3Ky provocou uma significativa supressdo de entrada de
Leishmania mexicana em fagdcitos e também reducdo no recrutamento de fagdcitos
para os locais da infec¢do, o que sugere que a sinalizagdo por PI3Ky ndo confere
resisténcia contra esse parasito (CUMMINGS, et al. 2012).

Em outro estudo realizado por Ruhland e colaboradores (2007) mostrou que
ativacdo da sinalizagcdo PI3K/AKT na presenca de Leishmania spp. pode conferir
resisténcia as células hospedeiras contra apoptose. Macrofagos derivados de medula ou
macrofagos RAW infectados com L. major, L. amazonensis ou L. mexicana pifanoi
tratados com inibidor de PI3K/Akt LY294002 ou inibidor de AKT ndo apresentaram
resisténcia contra ativadores de apoptose (RUHLAND, et al. 2007). Esse estudo mostra
como a ativagdo da via PI3K em células infectadas pode favorecer a continuidade da
infeccdo por Leishmania, o que poderia explicar a diminui¢do da taxa de invaséo e da

carga parasitaria, apos a inibicdo dessa via, visto em nossos experimentos.



63

A invasdo de L. amazonensis é capaz de induzir a fosforilagdo das proteinas
quinases ativadas por mitdgenos MAPKs (MEK/ERK). Assim, o bloqueio dessas vias
mostraram consideravel diminuicdo da infeccdo dos macrofagos pelos parasitos,
sugerindo que as vias dependentes da ativacdo das MAPKs sdo importantes para o

estabelecimento da infeccéo.

Por outro lado, vimos também que apesar do atraso na formacdo do
fagolisossomo provocado pelo tratamento prévio das células com os inibidores de
mTOR, ERK, MEK1/2 e AKT e da diminui¢do da invasdo nas células pré-tratadas com
inibidores de ERK2 e MEK1/2, ndo houve alteracdo da carga parasitaria nas células
tratadas continuamente com esses mesmos inibidores, apds 24 horas de infeccdo. Esses
resultados sugerem que apos a invasao, as vias de sinalizacdo mTOR, ERK2, MEK1/2 e
AKT parecem ndo interferir diretamente no processo de multiplicagdo de L.

amazonensis na célula hospedeira.

Neste estudo, mostramos o0 envolvimento e a importancia da ativacdo de vérias
vias de sinalizacdo para o recrutamento de vesiculas e para o processo de invasao de L.
amazonensis em macréfagos de BALB/c. Muitos outros experimentos devem ser
realizados com o objetivo de elucidar melhor os mecanismos envolvidos na ativacdo de
cada via descrita neste estudo. Outras vias de sinalizacdo ativadas durante esses
processos devem ser investigadas para melhor compreensdo da modulacdo do parasito

frente a maquinaria celular do hospedeiro.

Muitas questbes ainda precisam ser entendidas e poderdo ser utilizadas em
trabalhos futuros, como por exemplo, por meio de quais mecanismos a sinalizacéo
envolvendo AKT esté sendo ativada de forma independente da PI3K durante a formacéo
do fagolisossomo? Qual mecanismo celular estd envolvido no recrutamento de
lisossomos ao fagossomo pelas MAPKSs? Porque a inibicdo das vias de sinalizacéo
envolvendo PI3K, MEK1/2 e ERK 2 provocaram forte redugéo na taxa de invasdo mas

néo tiveram nenhum efeito sobre a multiplicacéo de L. amazonensis?
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7.0 Conclusdo

Com base no que foi realizado neste estudo, podemos concluir que o processo de
invasdo de L. amazonensis pode ocorrer de forma independente do citoesqueleto de
actina. L. amazonensis foi capaz de invadir células previamente fixadas e com
deficiéncia na polimerizacdo de actina. Além disso, 0 processo de invasdo nas células
hospedeiras foi favorecido pela diminuicdo da expressdo das proteinas relacionadas ao
citoesqueleto de actina Arp2, Galectina-3 e WASp. O processo de multiplicacdo
também foi favorecido em células knockdown para Galectina-3.

As vias de sinalizagdo MEK1/2, ERK2 e AKT estdo envolvidas no processo de
biogénese fagolissosomal em macrdéfagos peritoneais de BALB/c invadidos por
promastigotas de L. amazonensis. As vias de sinalizacdo envolvendo AKT e ERK sdo
prontamente ativadas nos tempos iniciais durante a cinética de internalizacdo de L.
amazonensis nos macrofagos hospedeiros, mostrando a importancia dessas vias no

estabelecimento da infeccéo.

A inibicdo de ERK, MEK1/2 e PI3K provocaram grande reducdo na taxa de
invasdo e na carga parasitaria, sugerindo papel importante na ativacdo dessas vias para a
internalizacdo dos parasitos nas células hospedeiras. O processo de multiplicacdo de L.

amazonensis ndo foi afetado pela inibi¢do das vias PI3K, ERK e MEK1/2.
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RESUMO

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi € o causador da Doenca de Chagas. Estima-
se a existéncia de 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo. T. cruzi apresenta
diferentes proteinas de superficie relacionadas ao processo de invasdao celular. Nesse
contexto, nosso grupo de pesquisa identificou em T. cruzi, uma proteina de 21 kDa
(P21) que apresentou atividades pro-fagociticas e quimiotaticas, exercendo papel
importante na internalizagdo desse protozoario in vitro. O presente trabalho teve como
finalidade avaliar o papel da proteina recombinante P21-Hisg baseada na P21 nativa de
T. cruzi na infeccdo por Leishmania amazonensis, a fim de buscar maior entendimento
no mecanismo de acdo dessa proteina e sua relagdo com o hospedeiro in vivo. Para isso,
infectamos as patas de animais BALB/c e tratamos os animais com 40ug de P21
recombinante ativa e desnaturada, PBS e BSA por 6 semanas e avaliamos o tamanho da
pata, a carga parasitaria (PCR em tempo real) e a producéo da citocina IL-1p nas patas,
linfonodos do popliteo e bagos. Os resultados mostraram aumento na area da pata, bem
como aumento da carga parasitaria nos animais infectados e tratados com a P21-Hisg. E
ainda, aumento da producdo da citocina IlI-1B na pata e no linfonodo do popliteo
também nos animais tratados com a P21-Hiss também foram observados. Concluimos
que a proteina P21 exerce papel pro-fagocitico também em experimentos in vivo,
favorecendo a infecgéo.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, proteina P21-Hiss.
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ABSTRACT

The flagellate protozoan Trypanosoma cruzi is the causative agent for Chagas disease.
It is estimated that there are eight million people infected worldwide. T. cruzi has
different surface proteins related to cell invasion. In this context, our research group
identified in T. cruzi, a protein of 21 kDa (P21) showed that pro-phagocytic and
chemotactic activities, playing an important role in the internalization of this parasite in
vitro. This study aimed to evaluate the role of recombinant protein P21-Hisg based on
native P21 of T. cruzi in Leishmania amazonensis in order to seek greater understanding
of the mechanism of action of this protein and its relationship with the host in vivo. To
this end, the footpad infect BALB/c mouse treated with 40ug of active and denatured
recombinant P21, BSA and PBS for 6 weeks and assess the footpad size, parasitic load
(real time PCR) and cytokine production of IL-1p in the paws, the popliteal lymph
nodes and spleen. The results showed an increase in the footpad area, as well as
increased parasite load in the infected and treated animals with P21-Hiss. Also,
increased production of IL-p in the footpad and the popliteal lymph nodes also in
animals treated with P21-Hiss. We conclude that the P21 protein plays a role in pro-
phagocytic also in vivo experiments, favoring infection.

Keywords: Trypanosoma cruzi, P21-Hisg protein.
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1.0 Introducéo

1.1 A proteina P21de Trypanosoma cruzi

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi pertence a Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae (WHO, 2013). Estima-se a existéncia de 8 milhdes de
pessoas infectadas em todo o mundo, principalmente na América Latina onde a doenca
de Chagas é endémica. Cerca de 40 milhdes de pessoas vivem sob risco de
contaminacdo, constituindo assim um grande problema de saude publica (SCHOFIELD
et al., 2006; WHO, 2013).

O ciclo de vida do T. cruzi é heteroxénico e caracteriza-se morfologicamente por
apresentar trés estagios evolutivos distintos: epimastigota, tripomastigota e amastigota.
O desenvolvimento de um estagio a outro € um processo complexo, envolvendo
mudancas ultraestruturais, antigénicas e fisiolégicas (BRENER, 1973; DE SOUZA,
1984). Apenas as formas tripomastigotas e amastigotas sdo consideradas infectivas para
0 hospedeiro vertebrado (BEHBEHANI, 1973; ALVES; MORTARA, 2009). Durante o
processo de invasdo celular cada forma evolutiva apresenta diferentes proteinas de
superficie ou secretadas. Por exemplo, a gp82 é a principal molécula de superficie de
tripomastigotas metaciclicos especializada na adesdo em mucinas gastricas e
subsequente penetracdo em células epiteliais subjacentes. A ligacdo de metaciclicos a
célula hospedeira mediada pela gp82 estimula a ativacdo de vias de transducdo de
sinais, que leva a mobilizacdo de Ca®* intracelular, o qual é necessario para a
internalizacdo de T. cruzi (DORTA, et al., 1995). Outra glicoproteina, a gp90 também
presente em tripomastigotas, se liga as células de mamiferos por meio de receptores,
mas ndo desencadeiam sinalizacio dependente de Ca** e funcionam como um regulador
de baixa invasdo, sua expressdo € inversamente proporcional a infectividade do parasito
(CORTEZ, et al., 2006). Por outro lado, amastinas, sdo exemplos de proteinas de
superficie expressas por formas amastigotas de T. cruzi. Esta proteina participa na
regulacdo da adesdo e da invasdo das formas amastigotas na célula hospedeira (CRUZ,
etal., 2012).

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores identificou em T.
cruzi, uma proteina de 21 kDa (P21), um novo componente secretado que esta

envolvido na invasdo celular por amastigotas e tripomastigotas metaciclicos. A P21 é
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uma proteina ubiqua em T. cruzi cuja forma recombinante (P21-Hisg) adere a superficie
de células HelLa de forma dose-dependente. Anticorpos policlonais desenvolvidos
contra P21-Hisg inibiram a invasdo celular por formas amastigotas e tripomastigotas
metaciclicos in vitro. Em contrapartida, a adicdo da proteina recombinante junto com
amastigotas extracelulares e tripomastigotas metaciclicos durante ensaios de invasdo em
celulas Hela, provoca um significativo aumento na invasdo celular por ambas as formas
evolutivas também in vitro (SILVA et al., 2009). Recentemente, estudos realizados com
a forma recombinante da P21 mostraram que esta proteina aumenta a capacidade
fagocitica de macrofagos por um mecanismo dependente da ligacdo da proteina ao
receptor de quimiocinas CXCR4; induz a polimerizagdo do citoesqueleto de actina da
celula hospedeira e ativa a sinalizagdo celular via P13-quinase (RODRIGUES et al.
2012). Observamos, também, que a P21-Hisg apresenta alta atividade quimiotatica tanto
in vitro quanto in vivo (RODRIGUES et al. 2012).

Estes resultados sugerem que a P21 desempenha um importante papel na evasdo
pelo parasita da resposta imunoldgica do hospedeiro. Sua atividade quimiotatica,
associada com a propriedade pré-fagocitica garante ao parasito sua permanéncia no
ambiente intracelular, onde ele pode escapar do fagolisossomo, dividindo-se e
perpetuando a infeccdo. A habilidade da P21 em induzir a polimerizacdo de actina da
célula hospedeira sugere a possibilidade desta proteina se ligar a proteinas regulatorias
da polimerizacéo do citoesqueleto de actina no citoplasma celular e assim, mediante a
resposta imune do hospedeiro na transicdo para a fase crbnica da doenga, a P21
induziria uma maior polimerizacdo de actina de células infectadas, que mecanicamente
impediria a intensa multiplicacdo parasitaria observada na fase aguda, garantindo assim

a perpetuacdo da infeccdo ao longo dos anos, com baixa ou nenhuma parasitemia.

A partir dos resultados obtidos até 0 momento, a proteina P21 vem demonstrando
importancia altamente significativa na infeccdo por T. cruzi. Por esse motivo é um alvo
promissor de estudos que buscam entender os mecanismos de acdo dos fatores de
viruléncia desse parasito a fim de desenvolver tratamentos alternativos para a doenga de
Chagas. Neste contexto o presente trabalho teve como finalidade avaliar o papel da
proteina recombinante P21-Hiss baseada na P21 nativa de T. cruzi na infeccdo por
Leishmania amazonensis, a fim de buscar maior entendimento no mecanismo de acdo

dessa proteina e sua relagdo com o hospedeiro in vivo.
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2.0 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da proteina P21-Hiss na infeccdo de camundongos BALB/c por

promastigotas de Leishmania amazonensis.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o crescimento da lesdo em camundongos infectados com L. amazonensis e
tratados com a proteina P21-His6 na sua conformacdo ativa, inativa ou nao tratados;

- Verificar carga parasitaria in vivo ap0s o tratamento com a proteina P21-Hiss;

- Investigar a expressao da citocina IL-1f nos diferentes grupos.
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3.0 Material e Métodos

3.1 Aspectos éticos

Para execucdo dos experimentos descritos no presente trabalho envolvendo a
utilizacdo de animais, o projeto foi submetido & Comisséo de Etica na Utilizacdo de

Animais (CEUA). A aprovacéo do projeto (Protocolo n°052/11) segue em Anexo.

3.2 Parasitos

Promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em meio
BHI suplementado com soro fetal bovino a 10% (Cultilab, campinas, Brasil), 100mg de
gentamicina/mL e 2 mM L-glutamina (Gibco BRL, Life Technologies, de Nova York,
EUA), a 26 °C. Parasitas na fase estacionaria foram utilizados para a infecgdo

experimental de macrofagos.

3.3 Animais

Camundongos BALB/c, foram cuidados, manipulados e sacrificados conforme
normas estabelecidas pela Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram
mantidos no Biotério da UFU em condicdo padrdo de 12 horas de luz e 12 horas de

escuro, em temperatura de 25+ 2°C, com ra¢do e agua repostos periodicamente.

3.4 Ensaios in vivo

Foram utilizados 50 camundongos BALB/c machos, com idade de 4 a 6 semanas,

divididos em 2 grupos: infectados e ndo infectados ou controles.

Para a infec¢do dos animais foram utilizados formas promastigota de Leishmania
amazonensis em fase estacionéria na quantidade de 2 x 10’ parasitos por animal. Com o
auxilio de uma seringa de insulina, foram inoculados 40 ul, contendo a 10’

promastigotas, nas patas direita e esquerda (via intradérmica) de cada camundongo.
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Cada grupo continha 25 animais, subdivididos em cinco grupos com cinco animais
em cada. Os subgrupos foram: tratados com 40 pL PBS; tratados com 40 pL de solugéo
de PBS com BSA (1pg/pL); tratados com 40 pL de solucdo contendo PBS e P21-Hisg
(1pug/uL); tratados com 40 pL de solugdo contendo PBS e P21-Hisg (1pg/pL)
desnaturada a 100°C por 20 minutos e por fim um grupo de animais infectados e nédo
infectados e néo tratados. A cada 72h, durante seis semanas, 0s grupos de animais (com
excecdo dos dois grupos ndo tratados) receberam tratamento com a proteina P21-Hisg,

PBS 1x estéril, BSA e P21 desnaturada de acordo com a divisdo descrita acima.

3.5 Medicao das patas

A cada semana, 24 horas apds o tratamento dos animais, foram medidas a altura e
largura das patas direitas de cada animal, com o auxilio de um paquimetro digital
(ZAAS-PAQ-DIGITAL), durante as seis semanas, a partir desses dados calculamos a
area da pata direita de cada animal, sendo Area = Largura X Altura.

3.6 Coleta de 6rgaos

Ao final do tempo de tratamento, os animais foram eutanasiados e tiveram alguns
Orgaos coletados para analises posteriores. Foram coletadas as patas direita e esquerda,

baco e linfonodos popliteo direito e esquerdo.

Linfonodo popliteo direito, metade longitudinal do baco e raspado da pata direita
foram macerados e armazenados em 500 ul de solucdo contendo coquetel de Inibidores
de Protease (Sigma Aldrich — P8340) + PBS na proporg¢éo 1:100, no interior de tubos de
polipropileno de 2 ml. Estes foram armazenados em freezer -20°C para posterior

realizacdo dos ensaios de ELISA - pesquisa de citocinas.

Linfonodo popliteo esquerdo, metade longitudinal do baco e metade da pata
esquerda foram armazenados no interior de tubos de polipropileno de 2 ml e fixados em
formaldeido para posterior confec¢do de laminas histoldgicas. A outra metade da pata
esquerda também foi armazenada em tubo de polipropileno 2 ml para posterior

realizacdo de PCR quantitativo em tempo real (qPCR).
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3.7 PCR convencional e PCR em tempo real (QPCR)

Para a construcdo da curva padrdo de Leishmania utilizou-se 10° promastigota de L.
amazonensis diluidas em PBS em um volume de 1000 ul. A partir desta solucédo, foi
realizado 10 diluicBes seriadas na base 10 até 10™ parasitos. Estas solucdes foram

armazenadas em freezer a -20°C.

Posteriormente, dois camundongos BALB/c, com oito semanas de vida, foram
eutanasiados e tiveram ambas as patas coletadas. Para obtencao do tecido, foi realizado
a raspagem das patas em placas de petri, com o auxilio de 1dmina cortante. O raspado de
das patas foram diluidos em 1 ml de PBS e, distribuidos igualmente (100 pL) entre os
pontos da curva e posteriormente, armazenados em freezer a -20°C. Para a extracdo do
DNA da curva padrdo, foi utilizado PureLink Genomic DNA mini kit — Life
Technologies.

Apos a extracdo do DNA, a curva foi submetida a PCR convencional (Tabelas 1 e
2) utilizando o Termociclador TC-412 (Techne), e com a solugdo final obtida ap6s a
PCR, fizemos um gel de poliacrilamida a 13% e coramos com nitrato de prata, para
verificar o padrdo decrescente da curva. ApoOs visualizarmos esse padrdo, a proxima
etapa foi a extracdo de DNA das amostras coletadas. A PCR em tempo real foi realizada
com as amostras e a curva para verificar a quantidade de parasitos nas patas (Tabela 3),
utilizando o aparelho 7300 Real Time PCR System.
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Tabela 1. Reagentes utilizados na reacédo de PCR convencional.

Reagentes

Volume /amostra (L)

Taq DNA Polymerase Master Mix (cat n°: 140301-

Ampliquon Bioreagents & PCR Enzymes) 125
Primer 1 (F) (13A 13A: (5’-GTG GGG GAG GGG CGT
0,75
TCT-3")
Primer 2 (R) (13 B: 5’-ATT TTA CAC CAA CCC CCA
0,75
GTT-3’)
H,0 Milli-Q 9,0
DNA 2,0
Volume Total da Reacéo 25

Tabela 2. Condic¢des de amplificacdo para Reacéo de PCR convencional.

PCR da curva padrdo com L. amazonensis
Etapas
(10°-10™)
Desnaturagdo inicial 95°C — 5 min.
NUmero de ciclos 35
Desnaturacédo 95°C 5- 30 seg,
Anelamento 63°C — 45 seg.
Extensdo 72°C — 30 segq.
Extenséo final

72°C — 5 min.
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Tabela 3. Reagentes utilizados na reacdo de PCR em tempo real.

Reagentes Volume /amostra (pL)
Sybr green gPCR mix (Ludwing Biotec) 6,25
Primer 1 (F): (13A 13A: (5’-GTG GGG GAG GGG CGT
0,75
TCT-3)
Primer 2 (R): (13 B: 5>-ATT TTA CAC CAA CCC CCA
0,75
GTT-3’)
H,O Milli-Q 3,25
DNA 2,0
Volume Total da Reacéo 13,0

3.8 ELISA para pesquisa da citocina IL-1p

Para dosagem de citocinas dos 6rgdos coletados, as amostras foram descongeladas
no gelo e levadas ao sonicador (cada amostra foi submetida a 4 ciclos de 10 segundos,
com intervalo de 30 segundos entre os ciclos) para lise das células. Para pesquisa da
citocina IL-1pB nos diferentes grupos, utilizamos o kit para ELISA da BD (cat:559603)

de acordo com as instrucdes do fabricante.
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4.0 Resultados

4.1 Efeito da proteina P21-Hisg na evolucdo da lesédo de pata infectada com
L. amazonensis.

Ao longo das seis semanas de infeccdo e duracdo do experimento, foram realizadas
diversas medicOes das patas. Padronizamos a medicdo da pata direita 24 horas apos a
aplicacdo dos tratamentos nos diferentes grupos com auxilio de um paquimetro digital.
Nos grupos tratados com P21-Hisg houve aumento da lesdo em relacdo ao aos grupos
controles e aos grupos infectados. E ainda, os animais apresentaram outros efeitos da
inflamacdo, como rubor e calor, mas esses parametros ndo foram minuciosamente
analisados neste trabalho. Curiosamente, nos grupos infectados e tratados com P21-Hisg

desnaturada ocorreu maior inchaco das patas em relagéo aos outros grupos (Figura 1).
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Figura 1. Efeito da proteina P21-His6 nas patas de camundongos BALB/c infectadas por L. amazonensis. A.

Média do tamanho das patas dos 5 animais de cada grupo controle (ndo infectados) ao longo de 6 semanas. B.

Média do tamanho das patas dos 5 animais de cada grupo infectado ao longo de 6 semanas. C. Foto da pata de um

camundongo representante de cada grupo. *p<0,05.
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4.2 Efeito da proteina P21-Hisg na carga parasitaria e na producao de IL-1p

Para estabelecer uma relacdo entre a proteina P21-Hisg e a infectividade do
protozoério L. amazonensis, fizemos uma quantificagdo dos parasitos nos diversos
grupos por meio de PCR quantitativo em tempo real. Para isso, primeiramente
construimos uma curva de L. amazonensis contendo 10 pontos (10°-107). Para
padronizacdo da curva fizemos uma PCR convencional e corremos um gel de
poliacrilamida, para verificar se os pontos da curva estavam seguindo uma ldgica
decrescente. Nossos resultados mostraram no gel um padrdo de bandas decrescente,
como era esperado (Figura 2). Posteriormente, fizemos uma PCR em tempo real da
curva, para estabelecer a diferenca entre os ciclos amplificacdo nos diferentes pontos.
Os resultados mostraram que a curva foi padronizada, apresentando um R* = 0,99 e
slope = -3,47 comprovando a eficiéncia (E) da reacdo (Figura 3).

Apbs a padronizacgdo da curva, fizemos uma PCR em tempo real com as amostras
das patas dos animais infectados ou nao dos diferentes grupos. Os resultados mostraram
aumento do nimero de L. amazonensis nas patas dos animais infectados e tratados com
P21-Hiss na sua forma ativa em relacdo dos demais grupos (Figura 4). Ndo houve
amplificacdo nas amostras dos controles ndo infectados, como esperado (Dados nédo
mostrados).

Em relacdo a producdo da citocina IL-1p, importante no processo de infec¢do por L.
amazonensis, 0s resultados mostraram aumento da producdo da IL-1B nos linfonodos
dos grupos infectados ou ndo e tratados com P21-Hisg; em contraste, no bago houve
aumento da citocina IL-1p principalmente nos grupos infectados ou ndo e tratados com
P21-Hiss desnaturada. Por outro lado, nas patas houve aumento da citocina IL-1
apenas nos grupos infectados e tratados com BSA, P21-Hisg ativa e P21-Hisg na sua
conformacdo deshaturada. Porém o aumento maior aumento da producdo desta citocina
na pata ocorreu nos grupos infectados e tratados com a P21-Hisg (Figura 5).
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Figura 2. Gel de poliacrilamida da curva de L. amazonensis. Setas indicam banda correspondente a

amplificagdo de L. amazonensis (120 bp KDNA - DNA do cinetoplasto).
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Figura 3. Dados representativos do gPCR em tempo real. A. Padronizacéo da curva de L. amazonensis
(10%-10™). B. Gréfico de amplificagdo da curva e das amostras. A seta azul indica o Threshold. C. Curva de

dissociagdo (temperatura média de 81°C).
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Figura 4. Proteina P21-His6 aumenta a carga parasitaria de L. amazonensis em patas de camundongos
BALB/c. Apbs 6 semanas de infec¢do e tratamento dos diferentes grupos, realizamos analise da quantidade de
parasitos (PCR em tempo real). A. Quantidade de L. amazonensis; B. Foto de microscopia optica de lamina
histologica da pata de um dos animais infectados com L .amazonensis e ndo tratados (aumento de 100x); C. Foto

de microscopia Gptica de Iamina histolégica da pata de um dos animais infectados com L .amazonensis e tratados
com P21-Hisg. ** p< 0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 5. Producéo da citocina IL-1p nos tecidos da pata, linfonodo do popliteo e bago dos diferentes grupos.
A. Pata dos grupos infectados e grupos controles ndo infectados; B. Linfonodo do popliteo dos grupos infectados e
controles ndo infectados; C. Baco dos grupos infectados e controles ndo infectados.****p<0,0001, ***p<0,001,

**p<0,01.
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5.0 Discussao

5.1 Papel pro-fagocitico da proteina P21-Hisg in vivo

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, é o agente etiologico da Doenca de
Chagas, com aproximadamente 8 milhdes de pessoas infectadas em todo o mundo,
constituindo assim, um grande problema de satde publica (WHO, 2013). Dos trés
estagios evolutivos apresentados por T. cruzi, apenas as formas tripomastigotas e
amastigotas sdo consideradas infectivas para o hospedeiro vertebrado (ALVES;
MORTARA, 2009). Durante o processo de entrada na célula hospedeira, estes
protozoarios apresentam proteinas na sua superficie que medeiam a adeséo e auxiliam

no processo de invaséo.

Nesse contexto, nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores, identificou em T.
cruzi, a proteina de 21 kDa (P21), que é secretada pelo parasito e esta envolvida na
invasdo celular por amastigotas e tripomastigotas metaciclicos. A P21 é uma proteina
ubiqua em T. cruzi cuja forma recombinante (P21-Hisg) esté sendo utilizada para avaliar
0 seu papel junto as formas infectivas de T. cruzi. Durante ensaios de invasdo em
células Hela, o tratamento com a P21-Hisg provocou significativo aumento na invasdo

celular por ambas as formas evolutivas in vitro (SILVA et al., 2009).

A partir disso, nds nos propomos a avaliar a atividade da P21-Hisg in vivo utilizando
outro tripanosomatideo, a L. amazonensis, com o objetivo de entender a atividade da

proteina durante a interacdo entre o patdgeno e a célula hospedeira.

Recentemente, outro estudo realizado com a forma recombinante da P21 mostrou
que esta proteina aumenta a capacidade fagocitica de macréfagos (RODRIGUES et al.
2012). Em concordancia, nossos resultados mostram que na infeccdo por L
amazonensis, essa atividade parece ser mesmo atribuida a proteina P21-Hisg. Houve um
discreto aumento do nimero de parasitos nas patas dos grupos tratados com BSA e P21-
Hiss desnaturada comparada ao grupo controle. Entretanto, o aumento da carga
parasitaria nas patas tratadas com a P21-Hisg ativa foi duas vezes maior que no restante
dos grupos. A partir disso, fica evidente o papel pro-fagocitico dessa proteina também

in vivo.
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Vimos também que a P21-Hisg desnaturada provocou aumento exacerbado da
inflamacéo local, em relacdo a todos os outros tratamentos, e possivelmente maior
recrutamento de células fagociticas (informacdo que sera confirmada pela analise
histologica posterior dos tecidos), que consistem nas principais células hospedeiras de
L.amazonensis. Apesar da maior inflamacdo das patas, o0 aumento da quantidade de
parasitos foi maior nos grupos tratados com P21-Hisg ativa, 0 que consiste em mais uma

evidéncia do papel pro-fagocitico da proteina P21.

Estes resultados corroboram com os dados obtidos in vitro previamente, que a P21
secretada por T. cruzi apresenta uma forte atividade pré-fagocitica, Esta atividade na
infeccdo natural por T. cruzi pode desempenhar um importante papel na evasdo pelo
parasita da resposta imunolégica do hospedeiro, garantindo ao T. cruzi a permanéncia

no ambiente intracelular.

5.2 Papel da Proteina P21-Hisg na infec¢do por L. amazonensis

Leishmania spp sobrevivem e se multiplicam em macréfagos, que sdo capazes de
produzir produtos leishmanicidas que contribuem efetivamente para a restricdo da
proliferacdo parasitaria (BOSQUE, et al., 2000; MOSSER; EDWARDS, 2008). Um
fator leishmanicida potente produzido por macréfagos é o 6xido nitrico (NO) produzido
pela enzima NOS2, que é fortemente regulada em resposta a infec¢do por vias que ndo
séo completamente elucidadas (MUKBEL, 2007).

A ativacdo dos macrofagos é fundamental para o inicio de respostas imunes a
diferentes doencas, incluindo as Leishmanioses. Essa ativacdo acontece quando
receptores da célula hospedeira detectam componentes microbianos ou sinais de
estresse. Os membros da familia do receptor Nod-like (NLR) sdo importantes sensores
da imunidade inata contra microrganismos e danos celulares (CHEN, et al., 2009).
Alguns NLRs regulam a montagem de um complexo multimérico, chamado de
inflamassomo que contém caspase-1 ativa (MARTINON, 2009). Uma vez ativada, a
caspase-1 induz o processamento e a secrecdo de IL-1B, que € transcricionalmente
regulamentada quando componentes microbianos sdo detectados por receptores de
reconhecimento padréo (MARIATHASAN, 2006)
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A ativacdo do inflamassomo em resposta a infe¢fes por patdgenos intracelulares
tem sido amplamente investigada. Um estudo realizado por Lima-Junior e
colaboradores (2013) mostrou que o inflamassomo Nirp3 est4 envolvido na resposta a
infeccdo por L. amazonensis e que a ativacao dessa plataforma molecular tem um papel
crucial na restricdo da replicacdo do parasita tanto em macrdfagos de linhagem como in
vivo. Verificou-se que a IL-1B ¢ importante para a resisténcia do hospedeiro a infecgdo
mediando & produgdo de NO, que consiste em um importante mecanismo de defesa do

hospedeiro contra Leishmania spp.

Neste estudo, nos infectamos patas de camundongos BALB/c com L.
amazonensis e tratamos esses animais com a proteina P21-Hisg de T. cruzi, buscando
entender seu papel como importante fator de viruléncia liberado pelo T. cruzi durante a
sua infeccdo. Apo6s 6 semanas, nés fizemos a pesquisa da producdo da citocina IL-1p
nos diferentes grupos em trés drgdos: pata, linfonodo do popliteo (linfonodo de

drenagem mais proximo ao local da infec¢édo) e baco.

Nossos resultados mostram que a produgéo de IL-1p nas patas dos camundongos
infectados e tratados com P21-Hisg é superior em relacdo aos outros grupos. Esses
dados sugerem que o efeito da P21 na internalizacdo dos parasitos nas células
hospedeiras, pode ter desencadeado aumento da formacdo de inflamassomos e, por
conseguinte da citocina IL-1p, na tentativa de eliminar esse patogeno. Por outro lado,
fica evidente que este mecanismo de defesa do hospedeiro ndo foi suficiente para
controlar a infeccdo, sugerindo um papel protetor da P21-Hiss a multiplicacdo
parasitaria.

Em relacdo a atividade contréria das proteinas P21-Hisg ativa e desnaturada no
linfonodo do popliteo e no baco, acreditamos que devido a proximidade do local da
infeccdo o linfonodo esteja mais sujeito a apresentar caracteristicas provenientes da
resposta imune local, ou seja, aumento na producdo de IL-1f no grupo tratado com a
P21-Hisg ativa de forma semelhante a pata. Por outro lado, a producéo da IL-1p no bago
ter sido aumentada nos grupos tratados com a P21-Hisg desnaturada possivelmente esta
relacionada ao processamento antigénico e a atividade das células apresentadoras de
antigenos. Estas celulas podem ter migrado preferencialmente ao baco, ganhando a
circulagdo sanguinea por uma provavel maior vascularizagéo e permeabilidade vascular

no local da leséo (inflamag&o) nos animais tratados com a P21-Hisg desnaturada.
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Entretanto, é preciso fazer outras analises para entender o perfil de citocinas produzido

em cada um dos grupos, e ainda avaliar os aspectos histologicos dos diferentes 6rgaos.
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6.0 Conclusao

Podemos concluir que a proteina P21-Hiss na sua conformacdo ativa e
desnaturada provocaram aumento da lesdo nos camundongos infectados com L.

amazonensis, levando a ampliagdo dos sinais de inflamacé&o.

Além disso, a proteina P21-Hisg ativa provocou enorme aumento na carga
parasitaria em relacdo aos outros tratamentos, o que evidencia a propriedade pro-

fagocitica dessa proteina também in vivo.

E ainda, a producdo da IL-1p foi aumentada em presenca da proteina P21- Hisg
ativa nas patas dos animais infectados, entretanto esse fato ndo foi o suficiente para
garantir a protecdo do animal, sugerindo que a proteina de T. cruzi tenha favorecido a

infeccdo.
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