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RESUMO 

 

As leishmanioses podem apresentar diferentes manifestações clínicas, desde lesões localizadas 

na pele, até a leishmaniose visceral. A disseminação de células infectadas é essencial para o 

estabelecimento da doença, mas os mecanismos que impulsionam a migração celular pós-

infecção ainda são pouco explorados. Estudos com macrófagos infectados por L. amazonensis, 

demostraram uma redução na migração 2D após infecção, contudo, o processo de migração 

transendotelial de macrófagos envolve sinais regulatórios de um ambiente 3D. Adicionalmente, 

a infecção por L. braziliensis induz mediadores inflamatórios que aumentam o recrutamento 

celular no hospedeiro, porém os efeitos in vivo sobre a ativação de células da medula óssea e 

sua influência na migração e resposta dos macrófagos ainda são pouco compreendidos. Neste 

estudo investigamos a migração de macrófagos e células dendríticas (CDs) em ambiente 

tridimensional, bem como as alterações causadas na medula óssea de camundongos infectados 

por L. braziliensis e seu possível papel na modulação da migração de macrófagos derivados de 

medula óssea (BMMΦ). BMMΦ de camundongos infectados por L. braziliensis foram isolados 

após 2, 5 e 10 semanas de infecção. Esses macrófagos, assim como CDs, foram submetidos a 

ensaios de migração 2D e 3D em sistemas transwell, e a formação de complexos de adesão foi 

avaliada por imunomarcação de pFAK e pPaxilina. A dinâmica do citoesqueleto de actina foi 

analisada utilizando Faloidina, Rac1, Cdc42, RhoA e gelsolina, enquanto a formação de 

podossomos foi investigada por marcação de talina e vinculina. As análises foram realizadas 

por microscopia confocal, e a expressão de metaloproteinases (MMPs) foi avaliada por ensaio 

tipo Luminex. Para identificar proteínas diferencialmente expressas, as amostras foram 

caracterizadas por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS). 

Foi observado que macrófagos humanos e murinos apresentam redução na capacidade 

migratória em ambiente 3D, associada à diminuição da formação de complexos de adesão e 

alterações na dinâmica de actina após a infecção por Leishmania spp. Em contraste, células 

dendríticas exibiram aumento da migração em ambiente 3D após infecção por L. infantum, 

acompanhado de maior formação de complexos de adesão e aumento da dinâmica de actina. 

Além disso, foi observada redução significativa da migração 2D e 3D de BMMΦ após infecção 

in vivo por L. braziliensis, juntamente com diminuição da expressão de pFAK e pPaxilina em 

todas as semanas avaliadas. A expressão de Rac1 e Cdc42 aumentou nas semanas 2 e 5, mas 

foi reduzida após 10 semanas, enquanto RhoA apresentou redução ao longo de todo o período. 

Quanto à vinculina, foi observado aumento na semana 2 e redução na semana 5. As MMPs 

mostraram aumento de expressão na semana 2 e diminuição na semana 5. A análise proteômica 

identificou 26 proteínas diferencialmente expressas após 2 semanas de infecção, 11 proteínas 

após 5 semanas e 6 proteínas após 10 semanas. Compreender como a infecção por Leishmania 

afeta a disseminação do parasita e o recrutamento de células da medula óssea in vivo é essencial 

para elucidar a patogênese da leishmaniose.  

Palavras-chave: Macrófagos; Migração célula; Leishmania; Medula óssea.  
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ABSTRACT 

 

Leishmaniases can present with different clinical manifestations, ranging from localized skin 

lesions to visceral disease. The dissemination of infected cells is essential for disease 

establishment, but the mechanisms driving cell migration after infection remain poorly 

understood. Studies with macrophages infected by L. amazonensis have shown reduced 2D 

migration following infection; however, the process of transendothelial migration of 

macrophages involves regulatory signals within a 3D environment. Additionally, infection with 

L. braziliensis induces inflammatory mediators that enhance host cell recruitment, but the in 

vivo effects on bone marrow cell activation and their influence on the migration and response 

of macrophages remain unclear. In this study, we investigated the migration of macrophages 

and dendritic cells (Dds) in a three-dimensional environment, as well as the alterations induced 

in the bone marrow of mice infected with L. braziliensis and their potential role in modulating 

the migration of bone marrow-derived macrophages (BMMΦ). BMMΦ from mice infected 

with L. braziliensis were isolated after 2, 5, and 10 weeks of infection. These macrophages, 

along with DCs, were subjected to 2D and 3D migration assays in transwell systems, and 

adhesion complex formation was evaluated by immunostaining for pFAK and pPaxillin. Actin 

cytoskeleton dynamics were analyzed using Phalloidin, Rac1, Cdc42, RhoA, and gelsolin, 

while podosome formation was assessed by talin and vinculin staining. Analyses were 

performed by confocal microscopy, and the expression of matrix metalloproteinases (MMPs) 

was measured by a Luminex-based assay. To identify differentially expressed proteins, samples 

were characterized by liquid chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS/MS). 

It was observed that human and murine macrophages exhibit reduced migratory capacity in 3D 

environments, associated with decreased adhesion complex formation and alterations in actin 

dynamics after infection with Leishmania spp. In contrast, DCs showed increased migration in 

3D environments following L. infantum infection, accompanied by enhanced adhesion complex 

formation and increased actin dynamics. Furthermore, a significant reduction in both 2D and 

3D migration of BMMΦ was observed after in vivo infection with L. braziliensis, together with 

decreased expression of pFAK and pPaxillin at all evaluated time points. Rac1 and Cdc42 

expression increased at weeks 2 and 5 but decreased after 10 weeks, while RhoA expression 

was consistently reduced throughout the study period. Vinculin expression increased at week 2 

and decreased at week 5. MMP expression was elevated at week 2 and reduced at week 5. 

Proteomic analysis identified 26 differentially expressed proteins after 2 weeks of infection, 11 

proteins after 5 weeks, and 6 proteins after 10 weeks. Understanding how Leishmania infection 

affects parasite dissemination and the recruitment of bone marrow cells in vivo is essential for 

elucidating the pathogenesis of leishmaniasis. 

 

Keyword: Macrophages; Cell migration; Leishmania; Bone marrow
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose  

 

Mais de 20 espécies do protozoário do gênero Leishmania são capazes de causar a 

leishmaniose, uma doença de determinação social, endêmica em 98 países, incluindo o Brasil.  

Estima-se que ocorram de 700.000 a 1 milhão de novos casos de leishmaniose por ano no 

mundo (WHO, 2023). Nesse contexto, mais de 90% dos casos novos tem ocorrência em apenas 

13 países: Afeganistão, Argélia, Bangladesh, Bolívia, Brasil, Colômbia, Etiópia, Índia, Irã, 

Peru, Sudão do Sul, Sudão e Síria (Steverding, 2017).  

O agente causador da leishmaniose, a Leishmania, é um protozoário intracelular que 

pode causar um largo espectro de doenças. As principais formas clínicas da leishmaniose são 

Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV) (Desjeux, 2004; Kaye; Scott, 

2011; Podinovskaia; Descoteaux, 2015). Clinicamente, a LT é dividida em Cutânea Localizada 

(LCL), Cutânea Disseminada (LCD), Cutânea Difusa (LD) e Muco-cutânea (LCM) (Desjeux, 

2004). Na LCL podem aparecer uma ou mais lesões na pele que costumam cicatrizar 

espontaneamente. Essas lesões geralmente se apresentam como úlceras arredondadas, de bordas 

bem definidas, indolores, com base avermelhada e centro necrótico. No Brasil, essa forma da 

doença é causada principalmente por parasitas das espécies Leishmania braziliensis, 

Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis. (Steverding, 

2017).   

A LCD se manifesta por diversas lesões cutâneas, geralmente papulares e de aparência 

variada, e frequentemente compromete a mucosa nasal. No Brasil, essa forma da doença é 

causada principalmente pela Leishmania braziliensis (Machado et al., 2019). Na LMC as lesões 

se apresentam em regiões de mucosa, geralmente em vias aéreas superiores, como boca, nariz 

e garganta, sendo causada primariamente por L. braziliensis ou L. amazonensis. Já a LD (forma 

anérgica), causada no Brasil por L. amazonensis, provoca nódulos com ausência de úlceras ou 

envolvimento de mucosas (Machado et al., 2019; Salgado et al., 2016). A LV, manifestação 

clínica mais grave da enfermidade e causada por L. donovani ou L. infantum, afeta órgãos 

internos como fígado, baço e medula óssea e pode levar a morte se não tratada (OPAS, 2022).   

A prevalência da LT em regiões endêmicas está aumentando por causa das mudanças 

ambientais agravadas por influencias como aquecimento global, desmatamento, conflitos 

regionais e migração em massa (Bahrami; Harandi; Rafati, 2018; Du et al., 2016; González et 

al., 2010). Aproximadamente 75% dos casos globais de LT são encontrados em 10 países: 



25 

 

Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Costa Rica, Etiópia, Irã, Peru, Síria e Sudão do Norte 

(Alvar et al., 2012). No Brasil, a LT possui ampla distribuição, com cerca de 21.000 casos ao 

ano. A região Norte do país é a que apresenta a maior incidência desta forma clínica (46,4 

casos/100.000 habitantes), seguida da região Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes) e 

Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) (Ministério da saúde, 2022). Já a LV apresenta cerca 

de 3.500 casos por ano, com o coeficiente de incidência de 2,0 casos/100.000 habitantes. A 

letalidade da LV vem aumentando gradativamente nos últimos anos no Brasil, passando de 

3,1 % em 2000 para 7,1 em 2012 (Brasil, 2022).  

 

 1.2 O parasito, o vetor e o ciclo de vida  

 

O parasito  Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, família Trypanosomatidae e 

gênero Leishmania (Grimaldi; Tesh, 1993). Assim como outros protozoários, a Leishmania tem 

um ciclo de vida disgênico, apresentando um hospedeiro mamífero e um vetor flebótomíneo 

(Sunter; Gull, 2017). Os vetores, capazes de carrear a Leishmania, os flebótomos, pertencem à 

ordem Diptera, sub-ordem Nematocera, família Psychodidae e subfamília Phlebotominae 

(Akhoundi et al., 2016). Existem mais de 800 espécies de flebotomíneos e, destas, 464 espécies 

são encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo. Contudo, apenas 30 espécies, tem a 

capacidade vetorial para Leishmania (Bates, 2007; Lane, 1993).  

O ciclo biológico desse parasito é dividido em dois principais estágios: um flagelado, 

que permite ao parasito alta motilidade, e um estágio aflagelado, onde a Leishmania precisa 

obrigatoriamente estar no interior de uma célula hospedeira (Kaye; Scott, 2011). A infecção no 

hospedeiro vertebrado se inicia com a inoculação de formas promastigotas metacíclicas do 

parasito na pele, durante o repasto sanguíneo por fêmeas flebotomíneas. Em seguida, essas 

formas são reconhecidas por fagócitos locais, como macrófagos, neutrófilos e células 

dendríticas, e são internalizadas. Uma vez dentro da célula hospedeira, as formas promastigotas 

sofrem alterações estruturais e moleculares, transformando-se em amastigotas, 

obrigatoriamente intracelulares. Nesse estágio de desenvolvimento, a Leishmania consegue 

sobreviver e se multiplicar no interior de vacúolos parasitóforos (VP), que são compartimentos 

fagolisossomais (Alexander; Russell, 1992). No interior das células hospedeiras, o parasito 

pode disseminar pelos diferentes tecidos do hospedeiro causando lesões (León; López-bravo; 

Ardavín, 2007; Moll et al., 1993). 

O ciclo de vida no vetor inicia-se com a infecção por Leishmania durante o repasto 

sanguíneo de fêmeas flebótomineas no hospedeiro vertebrado infectado. O inseto vetor ingere 
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as formas amastigotas, que chegam ao intestino médio, transformando-se em promastigotas 

procíclicas. Essas formas são capazes de se multiplicar por divisão binária e, durante a 

metacicligênese, se transformam em promastigotas metacíclias. Nesse estágio, o parasito não é 

capaz de se multiplicar e é altamente infectivo. As promastigotas metacíclicas são altamente 

móveis e migram para o intestino anterior, que possibilita a sua transmissão para um novo 

hospedeiro vertebrado durante uma nova refeição do flebótomo fêmea infectado, iniciando 

novamente o ciclo no hospedeiro vertebrado (Figura 1) (Bates, 2007; Gupta; Nishi, 2011). 

 

Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania. Fêmeas de flebótomos infectadas irão transmitir a forma promastigota 

metacíclica do parasito para o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguíneo. Esses parasitos serão 

reconhecidos e internalizados por fagócitos presentes no local da inoculação, dentro das células hospedeiras as 

promastigotas metacíclicas transformam-se em amastigotas, que são capazes de sobreviver e se replicar dentro dos 

vacúolos parasitóforos. A replicação da amastigota pode causar uma ruptura da célula hospedeira, permitindo a 

infecção de outras células. Quando o fagócito infectado é capturado por um flebótomo durante o repasto sanguíneo, 

as amastigotas irão transformar-se em promastigotas procíclicas no intestino do flebótomo. As promastigotas 

procíclicas, irão se diferenciar em metacíclica, que é a forma infectante, mantendo o ciclo de infecção. 

 

 

Fonte: Adaptado de  Veras e De Menezes (2016). 

 

 1.3 Aspectos patológicos da leishmaniose tegumentar 

 

A LCL é caracterizada por úlcera bem delimitada, arredondada e com bordas elevadas, 

podendo ser observada a partir de 2 a 4 semanas após a inoculação por L. braziliensis.  A 

primeira manifestação observada é uma pequena lesão papulosa não ulcerada, associada a 

linfadenopatia satélite, conhecida como LT precoce (Carvalho; Bacellar; Carvalho, 2022). Nas 
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lesões cutâneas precoces, o infiltrado dérmico é constituído principalmente por macrófagos 

infectados com amastigotas, com poucos linfócitos e células plasmáticas. Conforme a lesão se 

desenvolve, mais linfócitos e células plasmáticas migram para o local da lesão, e a derme 

superficial torna-se edematosa. A epiderme sobrejacente torna-se hiperqueratótica e decompõe-

se para formar uma úlcera coberta por um coágulo de detritos hiperceratóticos, exsudato seco, 

células mortas e uma mistura de organismos vivos e mortos. Nos meses seguintes, há uma 

diminuição gradual do número de amastigotas e macrófagos, deixando um infiltrado 

granulomatoso composto por linfócitos, células epitelioides e células gigantes 

multinucleadas.  A maioria dos pacientes apresentam 1 ou 2 lesões, geralmente em locais 

expostos, variando em tamanho de 0,5 a 3 cm de diâmetro (Kevric; Cappel; Keeling, 2015). A 

infecção por L. braziliensis é capaz de migrar para a mucosa orofaríngea, onde pode permanecer 

dormente por muitos anos antes de se reativar para causar a forma mucocutânea (Carvalho; 

Bacellar; Carvalho, 2022).  

 

 1.4 Interação entre macrófago e leishmania 

 

Os macrófagos são as principais células hospedeiras da Leishmania e no interior destas 

células, os parasitos são capazes de sobreviver por longo período e se multiplicar no interior de 

vacúolos parasitóforos (Afrin; Khan; Hemeg, 2019). Estes compartimentos possuem pH ácido, 

enzimas lisossomais, e suas membranas apresentam marcadores de endossomo tardio e 

lisossomo, incluindo microsialina, Rab 7, LAMP-1, LAMP-2, ATPase vacuolar e moléculas de 

MHC classe I e II (Antoine et al., 1991; Lang et al., 1994; Antoine et al., 1998). Contudo, a 

interação entre Leishmania e macrófagos é complexa. Os parasitos expressam diferentes 

ligantes que podem interagir com diversos receptores da célula hospedeira (Mosser; Rosenthal, 

1993; Mosser; Miles, 2007). A interação da Leishmania com o macrófago envolve receptores 

do complemento (CRs), receptores de manose, receptores de fibronectina e receptores de Fc  

(Fc Rs) que reconhecem proteínas presentes na superfície dos parasitos como o 

lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteína de 63 KDa (gp63) (Podinovskaia; Descoteaux, 2015). 

Estas etapas de reconhecimento do patógeno e o tipo de receptor envolvido no momento da 

interação são de suma importância para o curso da infecção.  

Um dos principais mecanismos de defesa contra a Leishmania é ativação de macrófagos 

por IFN- , levando a uma resposta mediada por óxido nítrico (NO) e espécies reativas de 

oxigênio (ROS), que provoca uma explosão oxidativa em resposta à fagocitose dos parasitos 

(Brüne et al., 2013; Van Assche et al., 2011). Na LT causada por L. braziliensis, a produção de 
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ROS e NO contribui para morte do parasito. Entretanto, as células hospedeiras ainda 

permanecem infectadas, havendo assim a manutenção da infecção e progressão da doença 

(Carvalho; Bacellar, 2022).  

 

1.5 Interação entre células dendríticas e leishmania 

 

As CDs constituem um grupo de células apresentadoras de antígenos altamente 

especializadas, derivadas da medula óssea. Elas desempenham papel central na imunidade, 

sendo capazes de reconhecer, internalizar e processar antígenos, além de migrar para os 

linfonodos, onde promovem a ativação de linfócitos T naïve. Essas células são classificadas em 

distintos subtipos com base em sua ontogenia, expressão de marcadores de superfície 

específicos e distribuição tecidual (Tibúrcio et al., 2019). Após reconhecer padrões moleculares 

associados a patógenos (PAMPs), as células dendríticas iniciam seu processo de maturação, 

que envolve o aumento da expressão de moléculas apresentadoras de antígenos, como MHC 

classe I e II, além de marcadores coestimulatórios como CD11c, CD80 e CD86 (Caux et al., 

1994). Durante sua migração para os órgãos linfóides secundários, essas células passam a 

expressar altos níveis do receptor de quimiocina CCR7, elemento essencial para seu 

direcionamento aos linfonodos e para a adequada interação com linfócitos T na apresentação 

do antígeno (Ohl et al., 2004).  

A migração das CDs para os linfonodos desempenha um papel crucial na resposta 

imunológica à Leishmania, visto que essas células são as principais responsáveis pela 

apresentação de antígenos (Gorak; Engwerda; Kaye, 1998; Von Stebut et al., 1998). Esse 

processo é altamente dependente do perfil de receptores de quimiocinas expresso pelas CDs, 

que permite seu recrutamento seletivo para locais de inflamação. Em condições inflamatórias, 

as quimiocinas que ativam os receptores CCR1, CCR2, CCR5 e CCR6 atraem as CDs imaturas 

para as áreas afetadas. Dentre os receptores que medeiam a interação célula dendrítica-

Leishmania estão os receptores tipo toll (TLRs: TLR2, TLR4, TLR9) além de receptores de 

lectina (CLRs). Adicionalmente, foi demonstrado que TLR1 e TLR2 participam do 

reconhecimento do lipofosfoglicano (LPG) de Leishmania (Tibúrcio et al., 2019; Lima et al., 

2017). Após a captura de antígenos, durante sua maturação, ocorre uma alteração na expressão 

dos receptores de quimiocinas: CCR1, CCR2 e CCR5 têm sua expressão diminuída, sendo 

substituídos pelos receptores CCR7 e CXCR4. Essa mudança facilita a migração das CDs para 

os linfonodos de drenagem, em resposta às quimiocinas específicas, onde elas apresentam os 

antígenos derivados do parasita aos linfócitos T (Geissmann et al., 2010; Merad et al., 2013).  
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O papel das CDs na resposta imune à infecção por Leishmania evidencia sua 

importância na organização da resposta imunológica. Estudos sugerem que o desfecho da 

infecção por esse parasita em camundongos resistentes e suscetíveis pode estar relacionado a 

diferenças funcionais nas CDs, especialmente durante o processo de diferenciação das células 

T auxiliares CD4⁺ em células T efetoras (Suzue et al., 2008; Gorak et al., 1998; Von Stebut et 

al., 1998). Pesquisas anteriores indicam que, durante a infecção por L. major, ocorre o 

recrutamento de células dendríticas derivadas de monócitos (MoDCs) para a pele e para os 

linfonodos de drenagem. Essas células desempenham um papel essencial na indução de uma 

resposta imune eficaz contra a Leishmania, devido à sua capacidade de produzir IL-12 e NO, 

ambos fundamentais para a defesa contra a infecção (de Trez et al., 2009; Leon et al., 2007; 

Zhan et al., 2010). O aumento no recrutamento de CDs para os linfonodos de drenagem resulta 

na hipertrofia desses órgãos, o que é considerado um indicativo de uma resposta imune 

protetora contra L. major (Carvalho et al., 2012). Com relação à LV, Ato e colaboradores (2002) 

observaram que CDs de camundongos infectados com L. donovani apresentaram migração 

comprometida da zona marginal para a região periarteriolar do baço, na qual estão localizados 

os linfócitos T, ocorrendo as sinapses imunológicas. A diminuição dessa migração foi associada 

à perda da expressão de CCL21 e CCL19, além da inibição de CCR7, sugerindo que a falta de 

uma resposta imune protetora pode estar relacionada à migração alterada das CDs para o baço. 

Por outro lado, camundongos BALB/c, desnutridos, infectados por L. donovani mostraram um 

aumento na expressão de CCR7 nas CDs infectadas, bem como nos seus ligantes (CCL19 e 

CCL21) nos linfonodos (Ibrahim et al., 2014).  

 

 1.6 Caracterização da medula óssea na infecção por leishmania 

 

A leishmaniose pode apresentar diferentes formas clínicas, incluindo as formas LT e 

LV (Akuffo et al., 2018). A forma visceral é causada principalmente por L. donovani no Velho 

Mundo e L. infantum no Novo Mundo, e pode levar a morte se não tratada (Pigott et al., 2014). 

Pacientes com LV assintomática apresentam uma resposta imune Th1-polarizada que ativa os 

macrófagos para um fenótipo M1, capaz de eliminar os parasitos de forma eficiente (Engwerda; 

Ato; Kaye, 2004; Stäger; Bankoti, 2012). Esse fenômeno está associado à produção de citocinas 

pró-inflamatórias como INF- , IL-12 e ΤΝF-  (Kaye  et al., 2004). Embora diferentes espécies 

de Leishmania modulem o sistema imunológico, as espécies visceralizantes são capazes de 

infectar órgãos internos como baço, fígado e medula óssea (Lypaczewski et al., 2018). O 

aspirado de medula óssea de pacientes com LV tem como característica expansão da linhagem 
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eritróide e mielóide monocítica, além da supressão da linhagem megacariocítica e infiltração 

plasmocítica difusa. Essas alterações constituem eritropoiese ineficaz, o que significa o 

aumento da morte prematura por apoptose de células precursoras na própria medula óssea 

(Poulaki; Piperaki; Voulgarelis, 2021). Com relação à estrutura da medula óssea, estudos em 

camundongos mostram aumento de TCD4+ efetoras, produtoras de TNF- /IFN- , que 

induzem a perda de células estromais. A ativação e mobilização de células-tronco 

hematopoiéticas (HSCs) são comuns em muitos estados inflamatórios crônicos (Preham et al., 

2018).  

O microambiente pró-inflamatório na LV é capaz de interromper a função dos 

eritroblastos, devido a um acúmulo de hemicromos. Esse acúmulo é gerado através da ação do 

INF- , que é capaz de silenciar genes de diferenciação eritróide, através da regulação positiva 

de FAS (antígeno apoptótico 1) em macrófagos, TRAIL (ligante indutor de apoptose 

relacionado a TNF) e outros mediadores apoptóticos (Lafuse et al., 2013). Com relação à 

linhagem mielóide, há uma mobilização de células em diferenciação pelo microambiente pró-

inflamatório da medula e monócitos diferenciados induzidos a um fenótipo regulador M2, 

devido às condições de hipóxia no baço causada pela LV (Abidin et al., 2017). Essa combinação 

de um ambiente pró-inflamatórios do parasito na medula e a desorganização do parênquima 

esplênico envolve o hospedeiro em um ciclo de produção de células mielóides reguladoras que 

são ineficazes contra o parasito e podem favorecer a replicação da Leishmania (Poulaki; 

Piperaki; Voulgarelis, 2021). 

Na LT, as alterações na medula ainda precisam ser mais bem exploradas e 

caracterizadas. Anteriormente, foi descrita uma alteração nas células-tronco 

hematopoiéticas/progenitoras (HSPC). Durante o processo inflamatório, essas células  são 

ativadas , desencadeando uma mielopoiese aumentada, a fim de repor  células como neutrófilos, 

que são recrutados para os tecidos inflamados (Boettcher et al., 2014; Boettcher; Manz, 

2017). Contudo, em formas persistentes de LT, causada por L. major, essas alterações nas 

HSPC podem ocorrer mesmo na ausência do parasito na medula óssea, sendo induzidas por um 

ambiente rico em citocinas e quimocinas. O microambiente da medula óssea de camundongos 

infectados com a cepa de L. major persistente, em comparação com a cepa de L. major de 

autocura, apresentou uma resposta atenuada dos interferons tipo I e tipo II. Apesar disso, ambas 

as cepas induziram uma rápida regulação positiva de citocinas mielopoiéticas, como IL- 1β e 

GM-CSF. Adicionalmente, a infecção por cepas persistentes de L. major resultou na expansão 

de células progenitoras multipotentes na medula óssea e no baço, associada ao aumento do 

número de células mielóides tanto na lesão cutânea quanto  no baço (Ferreira et al., 2022). Em 
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relação à presença de parasitos na medula óssea em casos de LT, ainda não foi relatado a 

presença do parasito em órgão visceralizantes como baço, fígado e medula óssea em pacientes 

com LT. Entretanto, já foi relatada a detecção do parasito na medula óssea de camundongos 

infectados por L. braziliensis (Floro e Silva, et al., 2022). Adicionalmente, em pacientes 

imunocomprometidos com HIV, foi observada a presença de L. major em amostra de punção 

esternal da medula óssea, embora exames de ultrassonografia não evidenciaram alterações no 

baço e no fígado (Barro-Traoré et al., 2008).  

 

1.7 Migração celular 

 

O processo de migração celular é realizado por vários tipos de células nucleadas, 

desempenhando importantes papeis fisiológicos como trafego de leucócitos durante as 

respostas imunológicas, mecanismos de regeneração e reparo e durante a morfogênese 

embrionária (Friedl; Wolf, 2010; Gardel et al., 2010; Huttenlocher; Horwitz, 2011; Ridley et 

al., 2003).  

 

1.7.1 Etapas da migração celular  

 

A migração celular é constituída por vários processos celulares integrados que envolvem 

a protusão do lamelipódio e filopódio na borda anterior da célula, adesão da região de protusão 

ao substrato extracelular através de complexos focais, contração das fibras de estresse formado 

por actomiosina citoplasmática, que gera uma força responsável por liberar os complexos focais 

da região posterior da célula e provoca uma retração dessa região. Dessa forma, ocorre a 

movimentação do corpo celular em uma determinada direção (Figura 2). Esse mecanismo é 

mediado principalmente por filamentos de actina citoplasmática e formação de complexos de 

adesão  (Sheetz et al., 1999; Wiesner et al., 2014). 

Uma etapa crucial para a migração é o ancoramento da membrana plasmática ao 

substrato, esse processo é mediado por proteínas transmembrana relacionadas com a adesão das 

células à matriz extracelular (MEC), conhecidas como integrinas. (Ridley et al., 2003). Durante 

a migração, a célula, através da polimerização de actina, forma estruturas conhecidas como 

lamelipódios e filopódios na região anterior da célula no sentido da migração, projetando o 

corpo celular. Nestas estruturas de projeção da membrana, são encontrados feixes densos de 

actina filamentosa. A principal diferença é que os filopódios são estruturas unidimensionais, 
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longas e finas, semelhante a microvilosidades, ao passo que lamelipódios são bidimensionais e 

contém uma rede de actina filamentosa (Tang; Gerlach, 2017). 

 

Figura 2 - Esquema do modelo clássico de migração celular. O movimento celular é dividido em diversas etapas 

integradas. 

 

Fonte:  Adaptado de Wiesner et al. (2014). 

 

1.7.2 Formação do complexo de adesão 

 

As adesões focais ou contatos focais são estruturas que irão conectar as células ao substrato 

extracelular (Jones, 2000). Esse mecanismo de migração envolve mais de 150 componentes que 

se associam ao complexo de adesão focal (Hynes, 2002; Romer; Birukov; Garcia, 2006; 

Wozniak et al., 2004; Zamir; Geiger, 2001), que incluem proteínas de membrana (integrinas), 

proteínas que se conectam a actina (talina, vinculina e -actinina e proteínas adaptadoras como 

(paxilina e Src) (Turner, 2000; Zamir; Geiger, 2001). Outras proteínas podem se associar de 

forma transitória ao complexo de adesão, regulando a migração,  à exemplo de proteínas da 

família Rho de pequenas GTPases (Huttenlocher; Horwitz, 2011; Ridley; Hall, 1992). 

As integrinas são proteínas chaves no processo de adesão. Estas proteínas apresentam 

estrutura transmembranar e heterodímeras com subunidades α e β (Ginsberg, 2014) e sua 

ativação está relacionada com o recrutamento de proteínas fosforiladas de adesão e migração 

(Huveneers; Danen, 2009; Mitra; Schlaepfer, 2006). A FAK é uma proteína precursora na 

regulação da adesão focal durante o movimento celular, no entanto, os mecanismos de 

regulação ainda são pouco compreendidos (Zaidel-bar et al., 2004). As moléculas de FAK ao 

se agregarem são capazes de realizar fosforilação cruzada, criando um sítio de encaixe para os 

membros da família tirosinas-cinase citoplasmáticas Src (Mitra; Schlaepfer, 2006; Toutant et 

al., 2002). O complexo formado por FAK e Src autofosforilam FAK em tirosinas adicionais, 

criando sítios de encaixe para diferentes proteínas sinalizadoras intracelulares, principalmente 

com proteínas adaptadoras como paxilina e p130Cas (Figura 3) (Mitra; Schlaepfer, 2006; 

Playford; Schaller, 2004).  
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Outra proteína importante do complexo de adesão focal é a paxilina, que contribui para 

o recrutamento de cinases e fosfatases responsáveis pela organização do citoesqueleto de actina 

e formação dos complexos de adesão (Deakin; Turner, 2008). A regulação da paxilina é ocorre 

através de sua fosforilação, que é realizada pela interação da integrina com a MEC, iniciando 

assim a montagem dos complexos de adesão através do recrutamento de outras cinases como 

Src, FAK, actopaxina, vinculina e talina (Figura 3 ) (Brown; Turner, 2002; López-colomé et 

al., 2017; Turner, 2000). A interação de paxilina com FAK intensifica sua fosforilação em 

outros resíduos de tirosina, regulando a dinâmica de formação dos complexos de adesão (Bellis 

et al., 1997; López-colomé et al., 2017). Adicionalmente, já foi demonstrado que a inibição da 

interação FAK-paxilina diminui a capacidade de adesão, invasão e migração em fibroblastos 

(Deramaudt et al., 2014). 

  

1.7.3 Família Rho GTPases e a organização do citoesqueleto de actina 

 

Além da adesão ao substrato, que confere suporte e estabilidade a célula, um outro 

mecanismo importante na migração celular é a organização do citoesqueleto de actina. A actina 

na célula é extremamente dinâmica e sua polimerização ocorre em 3 etapas: nucleação, a qual 

é o início da formação do filamento onde ocorre a junção das primeiras subunidades de G-

actina; alongamento, nessa etapa há adição de outros polímeros de G-actina na extremidade 

positiva do filamento; e por fim, há equilíbrio entre o crescimento do filamento de actina na 

extremidade positiva e dissociação dos monômeros na extremidade negativa. Esse processo de 

formação e estabelecimento dos filamentos de actina são regulados por proteínas da família 

Rho-GTPases (Figura 3) (Egelman, 1985; Holmes et al., 1990). 

A família Rho-GTPases é constituída por proteínas G fundamentais na dinâmica de 

actina, uma vez que regulam os processos de polimerização e despolimerização dos filamentos. 

Os principais membros dessa família são Rac1, Cdc42 e RhoA. Rac1 e Cdc42 são responsáveis 

por controlar a extensão de lamelipódios na região anterior da célula, enquanto Cdc42 controla 

a extensão de filopódios (Figura 3) (Demali; Burridge, 2003; Huveneers; Danen, 2009; López-

colomé et al., 2017). RhoA por sua vez, controla a retração da parte posterior da célula e a 

formação de fibras de stress no corpo celular e porção posterior da célula (Figura 3) (Ridley; 

Hall, 1992). A atividade desta proteína é inicialmente diminuída após a interação com integrina 

β1 (Arthur; Petch; Burridge, 2000), visto que a alta atividade de RhoA pode ativar ROCK (do 

inglês, Rho-associated protein kinase), inibindo a formação da protrusão celular (Nobes; Hall, 

1999; Rottner; Hall; Small, 1999). A atividade de ROCK estimula a contratilidade da miosina, 
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além de estimular a fosforilação de LIM quinase, capaz de inibir a cofilina (Maekawa et al., 

1999), bloqueando assim a polimerização da actina (Zebda et al., 2000).  

 

Figura 3 - Representação do complexo de adesão e das proteínas da família Rho-GTPases. A integrina 

conecta a matriz extracelular aos filamentos de actina, através de um complexo de adesão focal, formado a partir 

de FAK, paxilina e outras proteínas. A regulação da polimerização e despolimerização do citoesqueleto de actina 

é coordenada por proteínas da família Rho GTPase. Rac1 e Cdc42 na porção anterior da célula regulando a 

formação de lamelipódios e filopódios, respectivamente, enquanto RhoA regula a formação de fibras de estresse 

na parte posterior da célula 

 

Fonte: Autora 

 

1.7.4 Tipos de migração em ambiente 2D e 3D 

 

A migração celular pode ocorrer em ambiente bidimensional ou tridimensional. A célula 

migra em ambiente 2D quando se encontra sobre uma superfície como, por exemplo, sobre um 

vaso sanguíneo. Nos tecidos, a célula migra principalmente em modo 3D, interagindo com os 

componentes da MEC que está a sua volta. Nesse ambiente, a célula pode migrar de formas 

distintas, variando entre migração ameboide ou mesenquimal, dependendo da densidade e dos 

componentes da MEC (Figura 4) (Friedl; Wolf, 2010; Huttenlocher; Horwitz, 2011a; Wiesner 

et al., 2014). Esses modos de migração são determinados pelas propriedades mecânicas, 

estruturais e bioquímicas da MEC. Em um ambiente com matriz mais frouxa, como a de 

Colágeno I, os macrófagos assumem um modo de migração ameboide, como o que ocorre no 

tecido conjuntivo. Na migração ameboide, a célula apresenta morfologia mais esférica, com 

poucas protrusões, e migram em uma velocidade mais alta (~ 0,7 µm / min) e depende da via 
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Rho/ROCK (Wiesner et al., 2014). Já em matrizes mais densas, como na membrana basal, o 

macrófago assume a migração mesenquimal. Nesse modo de migração, as células apresentam 

morfologia mais alongada e baixa velocidade de migração (~ 0,2 µm/min), uma vez que 

dependem da degradação da MEC por proteases (Wiesner et al., 2014). 

 

Figura 4 - Migração em ambiente 2D e 3D. A migração pode ocorrer em ambientes bidimensionais, como em 

superfícies de vasos sanguíneos, ou tridimensionais. Em um ambiente 3D, a célula pode migrar de forma ameboide, 

quando se encontra em uma matriz de baixa densidade, ou mesenquimal, quando se encontra em uma matriz densa. 

 

Fonte:  Adaptado de Wiesner et al. (2014). 

 

1.7.5 Podossomos em ambiente 2D e 3D 

 

Células como macrófagos, células dendríticas e osteoclastos possuem estrutura de 

podossomos que estão envolvidas nos processos de adesão, degradação da matriz, migração, 

junção célula-célula e fagocitose (Santiago-Medina et al., 2015; Van Den Dries et al., 2019). 

No ambiente 2D, os podossomos se formam com uma estrutura bem definida (Figura 5) 

(Wiesner et al., 2014), com um núcleo rico em F-actina com proteínas associadas como Arp2/3, 

cortactina e gelsolina, e, ao redor desse núcleo, há uma estrutura de anel, que contém proteínas 

de adesão, como vinculina e talina (Figura 5) (Van Den Dries et al., 2019; Wiesner et al., 2014). 

Já em ambiente 3D, os podossomos não possuem uma arquitetura bem definida como no 2D, 

mas apresentam um acúmulo de F-actina e marcadores clássicos como vinculina, talina, 

gelsolina e cortactina (Figura 5) (Wiesner et al., 2014). No ambiente 2D, os podossomos estão 

associados a adesão e são amplamente distribuídos nos locais onde existem contato da célula 

com o ambiente externo. Adicionalmente, em ambiente 3D, são formados apenas na migração 

mesenquimal e se localizam nas regiões de protusão da célula, são maiores e estão presentes 

em menor número quando comparados ao 2D (Van Goethem et al., 2010). 
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Os podossomos estão relacionados com a capacidade invasiva da célula, pois 

possibilitam a degradação da matriz extracelular através de secreção de proteases. Já foram 

identificados diversos tipos de proteases associadas aos podossomos, incluindo metaloproteases 

de matriz (MMPs), catepsinas e o ativador do plasminogênio do tipo uroquinase (uPA) (Figura 

5) (Vérollet et al., 2011; Wiesner et al., 2014). As MMPs são endopeptidases dependentes de 

zinco que pertencem à família das metzincinas, estando associadas ao remodelamento tecidual 

em vários processos fisiológicos e patológicos, incluindo a infiltração de células em diferentes 

tecidos (Vérollet et al., 2011). As catepsinas pertencem à família da cisteína protease, são 

armazenadas dentro da célula em lisossomos e sua função é clivar diversos substratos quando 

liberadas em ambiente extracelular. Além disso, participam da cicatrização e no remodelamento 

da MEC (Vérollet et al., 2011; Wiesner et al., 2014). Contudo, a atividade das catepsinas nos 

macrófagos é descrita na porção posterior da célula, em contraste com a localização dos 

podossomos que estão na região de protusão (Evans et al., 2003). Adicionalmente, já foi 

demonstrado que inibidores de protease lisossomais não são capazes de inibir a degradação da 

gelatina por podossomos, enquanto o inibidor geral de MMP leva à inibição da matriz (Van 

Goethem et al., 2010). O uPA é uma protease extracelular que ao se conecta ao seu receptor 

uPAR e regula a proteólise de MEC, participando do remodelamento da matriz pericelular 

(Vérollet et al., 2011; Wiesner et al., 2014).  

A MMP2, é uma gelatinase, que atua sobre diversos componentes da matriz extracelular, 

tendo como principais substratos os colágenos tipos I, IV, V, VII e X, além de laminina, 

agrecano, fibronectina e tenascina. Essa enzima está envolvida na facilitação da migração 

celular para os tecidos, desempenhando papel importante em processos regenerativos (Caley et 

al., 2015). Sua presença na periferia de lesões agudas está associada à expressão de laminina-

332 e ao aumento da mobilidade de queratinócitos (Moses et al., 1996). Já a MMP3, usa 

colágenos IV, V, IX e X, fibronectina, elastina, gelatina, agrecan, nidogênio, fibrilina, E-

caderina como substrato, sendo expressa em queratinócitos na região da lesão (Caley et al., 

2015). A MMP8, por sua vez, tem como alvos os colágenos tipos I, II e III, além de agrecano, 

serpinas e α2-macroglobulina. Essa colagenase está majoritariamente envolvida na cicatrização 

de feridas (Caley et al., 2015). Contudo, sua superexpressão em feridas crônicas pode 

comprometer o reparo tecidual, favorecendo a degradação excessiva do colágeno tipo I 

(Danielsen et al., 2011). A MMP9 (gelatinase B) atua sobre colágenos I, III, IV, V e VII, bem 

como sobre agrecano, elastina e fibrilina. É expressa principalmente por queratinócitos na 

margem das feridas, onde contribui para a migração celular e o processo de reepitelização. No 

entanto, sua liberação desregulada tem sido implicada em condições patológicas (Caley et al., 
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2015). Já a MMP12, também conhecida como metaloelastase, é expressa exclusivamente por 

macrófagos e possui ampla especificidade de substrato, atuando sobre colágeno tipo IV, 

gelatina, fibronectina, laminina, vitronectina, elastina, fibrilina, inibidor de 1-proteinase e 

apolipoproteína A (Caley et al., 2015). 

 

Figura 5 - Organização dos podossomos em ambiente 2D e 3D. Podossomos são estruturas relacionada a 

capacidade invasiva da célula, através da secreção de proteases. Podem ser formadas em ambiente 2D, onde estão 

presente em toda a célula e tem uma estrutura bem definida, com núcleo rico em F-actina associada a proteínas 

reguladoras, cercado por um anel com proteína relacionadas a adesão como vinculina e talina. No ambiente 3D, 

são formados apenas na forma mesenquimal e se concentram nas regiões de protusão. Neste ambiente, apresentam 

estrutura pouco definida, mas tem um acúmulo de F-actina e marcadores clássicos como vinculina, talina, gelsolina 

e cortactina.  

 

Fonte: Adaptado de Vérollet et al. (2011). 

 

1.8 Migração de células hospedeiras na infecção por leishmania 

 

Já foi demostrado em estudos anteriores que patógenos são capazes de modular a adesão 

e migração de fagocitos (Da Gama et al., 2004; Vérollet; Le cabec; Maridonneau-Parini, 2015). 

Com relação à Leishmania, estudos anteriores demostraram que a infecção por Leishmania 
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reduz a adesão de macrófagos (Pinheiro et al., 2006) e altera a função de moléculas envolvidas 

em adesão, como VLA-4, uma molécula essencial na migração macrofágica (Figueira et al., 

2015). Adicionalmente, foi demostrado redução da migração de macrófagos após a infecção 

por Leishmania em ambiente bidimensional (Blewett; Kadivar; Soulsby, 1971; Bray et al., 

1983). Além disso, trabalho publicado por Menezes e colaboradores (2016) mostrou que a 

infecção por L. amazonensis reduz a migração de macrófagos em ambiente bidimensional, 

associado a redução da formação de complexos de adesão. Esses fenômenos independem da 

carga parasitária no interior da célula hospedeira, da expansão do vacúolo parasitóforo e de 

fatores solúveis liberados pelas células infectadas, contudo mostrara ter relação com a 

modulação da expressão de paxilina e FAK. Os autores mostraram ainda que existe um aumento 

na frequência de polimerização e turnover de filamentos de actina da célula hospedeira após a 

infecção por L. amazonensis (Menezes et al., 2016). Contudo, estudos publicados utilizando L. 

infantum mostraram um aumento da migração de macrófagos após a infecção, através da via 

dependente de  PI3Ks (Rocha et al., 2020). Entretanto, o processo de migração transendotelial 

de macrófagos envolve sinais regulatórios de um ambiente tridimensional. Em estudo realizado 

em nosso laboratório, mostramos que a infecção por L. amazonensis, L. braziliensis ou L. 

infantum leva à redução da migração de macrófagos em ambiente tridimensional, pela alteração 

da dinâmica de actina e redução da expressão de proteínas envolvidas na interação com a MEC 

(Luz et al., 2023).  

Com relação às CDs, apresentadoras profissionais de antígenos, estudos prévios da 

literatura mostraram uma alteração do recrutamento após a infecção por Leishmania. Estudos 

anteriores que investigaram os mecanismos associados à LC demostraram que durante a 

infecção por L. major, ocorre um recrutamento de MoCDs para a pele e para os linfonodos de 

drenagem (Moll et al., 1993; Ritter et al., 2004). Em contrapartida, estudo utilizando modelo 

murino demonstrou uma diminuição na população de células dendríticas infectadas por L. 

amazonensis recrutadas para o local da infecção, em comparação com aquelas não infectadas, 

sugerindo que o parasita é capaz de interferir no comportamento migratório dessas células in 

vivo (Hermida et al., 2014). Adicionalmente, CDs infectadas por L. mexicana apresentam uma 

migração reduzida para os linfonodos drenantes (Hsu; Scott, 2007; Petritus et al., 2012).  

Com relação as espécies de Leishmania responsáveis pela LV, dados na literatura indicam que 

as CDs de camundongos infectados com L. donovani apresentaram migração comprometida da 

zona marginal para a região periarteriolar do baço, onde estão localizados os linfócitos T, onde 

ocorrem as sinapses imunológicas (Ato, et al., 2002). No caso da infecção por L. infantum, foi 

observada uma maior migração das CDs após a infecção, o que se correlacionou com um 
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aumento na formação de complexos de adesão, na dinâmica da actina e na expressão de CCR7 

nessas células. Esse aumento da migração não foi observado em CDs infectadas por L. 

amazonensis ou L. braziliensis, o que sugere um possível papel das CDs na visceralização da 

LV (Rebouças et al., 2021). Contudo, o processo de migração das células hospedeiras durante 

a infecção por Leishmania e o papel que essas células desempenham no estabelecimento da 

infecção e na disseminação do parasita ainda é pouco compreendido.  

 

1.9 Estudos de proteômica na interação leishmania-célula hospedeira 

 

O aprimoramento de metodologias ômicas, como a genômica e a proteômica de alta 

resolução, tem sido fundamental para a elucidação de mecanismos moleculares envolvidos na 

patogênese da leishmaniose, tanto do ponto de vista do parasita quanto do hospedeiro. Essas 

tecnologias, que permitem a análise global de perfis de expressão gênica e proteica em células, 

tecidos ou organismos inteiros, fornecem uma abordagem sistêmica capaz de revelar redes 

biológicas complexas e interações funcionais essenciais para a compreensão da resposta à 

infecção (Wang et al., 2009 ; Veras; De Menezes, 2016 ). A proteômica possibilita a detecção 

e quantificação de um grande número de proteínas simultaneamente em uma única amostra 

biológica. Com os avanços recentes nas metodologias analíticas, especialmente nas técnicas 

baseadas em espectrometria de massas, tornou-se possível alcançar maior sensibilidade e 

resolução na análise proteica, mesmo a partir de quantidades reduzidas de material. Tais 

inovações superaram limitações associadas a abordagens tradicionais, como a eletroforese 

bidimensional em gel oferecendo maior abrangência e precisão na caracterização do proteoma 

(Veras; Ramos; De Menezes, 2018; Anand et al., 2017).   

As células fagocíticas, como neutrófilos, células dendríticas e macrófagos, estão entre 

os principais elementos do sistema imune inato mobilizados para o foco da infecção por 

Leishmania. No local infectado, essas células reconhecem o patógeno e o internalizam, 

permitindo que os parasitos se sobrevivam e se multipliquem no interior dos fagolisossomos. 

Além de atuarem como hospedeiras, essas células exercem funções imunorregulatórias ao 

secretarem quimiocinas e citocinas que orquestram o recrutamento de linfócitos, evento 

determinante para o direcionamento da resposta imune e o desfecho clínico da infecção (Liu; 

Uzonna, 2012). Dentre essas populações, os macrófagos se destacam não apenas por 

sustentarem a infecção intracelular, mas também por influenciarem diretamente o perfil da 

resposta imune adaptativa, por meio da produção de mediadores inflamatórios (Podinovskaia; 

Descoteaux, 2015). Estudos prévios evidenciam que o resultado da infecção pode ser 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6157484/#B142
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6157484/#B134
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6157484/#B5
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amplamente condicionado pelas interações precoces entre os macrófagos e os parasitas, 

sugerindo um papel crítico dessas células nos estágios iniciais da leishmaniose (Laskay et al., 

1995; Scharton-Kersten; Scott, 1995).  

Utilizando análise proteômica em larga escala por meio de cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), Menezes e colaboradores 

(2013) investigaram proteínas expressas por macrófagos em resposta à infecção por 

Leishmania, com o objetivo de identificar possíveis biomarcadores associados à suscetibilidade 

ou resistência. O estudo foi conduzido em camundongos da linhagem CBA, resistentes à L. 

major e suscetíveis à L. amazonensis. Foram identificadas 62 proteínas predominantemente 

expressas em macrófagos infectados, das quais 15 apresentaram expressão diferencial entre os 

dois parasitas. A maioria (13) teve expressão reduzida frente à infecção por L. amazonensis e 

aumentada na infecção por L. major, enquanto apenas duas proteínas foram induzidas pela 

infecção com L. amazonensis, sugerindo a existência de perfis moleculares distintos associados 

ao comportamento do parasita e à resposta imune do hospedeiro. Entre as proteínas mais 

expressas em macrófagos infectados por L. major destacam-se PDCD5, coronina 1B, HIF-1α, 

COX6B, OSTF1, PP2, HNRPF, PYCARD, RAB1, serpina, RPS2 e cadeia leve de miosina. A 

análise em rede funcional, baseada na plataforma IPA, demonstrou que essas proteínas estão 

associadas a vias ligadas ao desenvolvimento e metabolismo celular, reforçando a hipótese de 

que diferentes padrões de modulação proteica em macrófagos possam influenciar diretamente 

a resistência ou a suscetibilidade à infecção (Menezes et al., 2013)  

Estudo utilizando abordagem proteômica quantitativa avaliou a resposta de macrófagos 

da linhagem THP-1 à infecção por Leishmania donovani, empregando a técnica de marcação 

isobárica (iTRAQ) associada à LC-MS/MS. Os autores observaram que proteínas envolvidas 

em importantes vias metabólicas, como glicólise e oxidação de ácidos graxos, foram reguladas 

positivamente após a infecção por L. donovani, sugerindo que esse parasito modula o 

metabolismo da célula hospedeira. Também foi identificada a indução de proteínas relacionadas 

à transcrição gênica, splicing de RNA, histonas e processos de reparo e replicação do DNA, 

indicando uma reorganização funcional da maquinaria celular do hospedeiro (SINGH et al., 

2015).  

Estudo prévio utilizando uma abordagem proteômica para melhor entender a resposta 

da célula hospedeira à infecção por Leishmania aplicou essa tecnologia para investigar as vias 

de sinalização envolvidas na regulação positiva da expressão e atividade de diferentes 

transportadores, como o transportador de arginina de Leishmania (LdAAP3), em resposta à 

redução do pool de arginina na célula hospedeira. Para estudar as fosfoproteínas envolvidas na 
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via de sinalização implicada nessa resposta, os autores usaram uma técnica de marcação por 

dimetilação para investigar mudanças no perfil de fosforilação de promastigotas de 

Leishmania após 5 e 15 minutos de privação de arginina. A análise fosfoproteômica revelou um 

aumento da fosforilação da proteína quinase 2 ativada por mitógeno (MPK2), indicando que 

essa quinase pode estar envolvida na resposta de privação de arginina durante a infecção 

por Leishmania (Goldman-Pinkovich et al., 2016 ). Embora este trabalho não tenha investigado 

uma resposta mais global da célula hospedeira à infecção por Leishmania, a abordagem 

utilizada pode ser de grande importância para identificar marcadores potenciais que podem ser 

usados para o desenvolvimento de novos tratamentos medicamentosos e para entender o 

resultado da doença.   

Ainda utilizando abordagem proteômica, estudo recente investigou o papel da proteína 

Argonauta 1 (Ago1) de macrófago na infecção por Leishmania donovani, com o objetivo de 

compreender a influência da via de interferência de RNA (RNAi) do hospedeiro na patogênese 

do parasita. A análise identificou 1.778 proteínas, das quais 331 apresentaram expressão 

significativamente modulada em resposta à infecção. Dentre essas, 212 proteínas foram 

reguladas negativamente, enquanto 119 foram positivamente reguladas. As vias funcionais 

mais afetadas estavam associadas à cadeia pesada da ferritina (FTH1), cistatina-A, PYCARD 

(proteína associada à inflamação e apoptose), antígeno CD44 e ribonucleoproteína nuclear 

heterogênea U (HNRNPU). Em conjunto, os resultados demonstram que L. donovani modula 

seletivamente a maquinaria de RNAi, utilizando Ago1 como um fator de virulência indireto 

essencial para sua permanência e replicação intracelular (Moradimotlagh, et al., 2023).  

A análise proteômica quantitativa foi utilizada também para investigar como 

Leishmania donovani modula a composição dos autofagossomos de macrófagos durante a 

infecção. Para isso, células monocíticas humanas da linhagem THP-1 foram infectadas com L. 

donovani e comparadas a células submetidas a indução de autofagia por rapamicina (autofagia 

seletiva) ou por privação de aminoácidos (autofagia não seletiva). Os autofagossomos foram 

isolados e analisados por espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), utilizando 

marcação por isótopos estáveis por aminoácidos em cultura celular (SILAC). Os resultados 

revelaram que a infecção por L. donovani induz um tipo de autofagia não clássica, independente 

da via canônica mediada pelo mTORC1, e altera significativamente o conteúdo proteico dos 

autofagossomos. Das 1.787 proteínas identificadas nos autofagossomos induzidos por 

Leishmania, 146 foram diferencialmente expressas em comparação aos autofagossomos 

induzidos por rapamicina, enquanto 57 diferiram daqueles induzidos por privação de 

aminoácidos. Interessantemente, 23 proteínas do próprio parasita foram detectadas nos 

https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC6157484/#B43
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autofagossomos infectados, sugerindo uma possível manipulação direta do conteúdo autofágico 

(Nandan, et al., 2023).  

Um outro estudo recente, utilizando uma abordagem de proteômica quantitativa sem 

marcação, investigou o papel do fator de transcrição Yin-Yang 1 (YY1) na resposta de 

macrófagos à infecção por Leishmania. Os resultados demonstraram que a inibição de YY1 

reduz significativamente a sobrevivência da Leishmania em macrófagos infectados. A análise 

proteômica revelou que a expressão de diversas proteínas do macrófago é dependente dos níveis 

de YY1, muitas das quais são moduladas durante a infecção, indicando uma resposta do 

hospedeiro mediada por YY1 que favorece a persistência do parasita. Foram 537 proteínas 

dependentes de YY1, dessas 54 foram relatadas anteriormente em infecções e 50 em estudos 

relacionados à imunidade. Curiosamente, as proteínas que são reguladas positivamente pela 

inibição de YY1 estão envolvidas em processos de infecção e imunidade. Esses achados 

identificam YY1 como um potencial fator de virulência envolvido na patogênese da 

leishmaniose (Brar, et al., 2025).  

Em conjunto, os dados disponíveis indicam que parasitas do gênero Leishmania são 

capazes de modular o perfil proteômico da célula hospedeira, destacando o potencial da 

proteômica como ferramenta estratégica para a compreensão da patogênese da leishmaniose.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

As leishmanioses são um conjunto de doenças causadas por mais de 20 espécies 

diferentes de protozoários do gênero Leishmania, caracterizando-se como uma doença de 

determinação social endêmica em 98 países. Estima-se que ocorram cerca de 1 milhão de novos 

casos por ano (Organização Mundial Da Saúde, 2023). A leishmanioses, podem apresentar 

diferentes tipos de manifestações clínicas, desde lesões localizadas na pele que cicatrizam 

espontaneamente, lesões de pele, que se espalham de forma disseminada, a forma mucocutânea 

da doença, além da LV, forma mais grave que pode levar à morte se não tratada (Ashford, 2000; 

Desjeux, 2004). No Brasil, Leishmania braziliensis é responsável pelo maior número de casos 

de LT, sendo capaz de causar uma variedade de formas clínicas, incluindo lesões típicas, 

atípicas e mucocutâneas (Da Silva Vieira et al., 2019).  

Na leishmaniose, a relação entre disseminação do parasito e enfermidade é 

particularmente estreita. Um dos mecanismos envolvidos na sobrevivência de Leishmania spp. 

no interior de células do hospedeiro vertebrado e no estabelecimento de lesões teciduais está 

relacionado à disseminação e homing de células contendo o parasito e antígenos do parasito em 

tecidos do hospedeiro.  As áreas de lesões são relacionadas à presença do parasito no interior 

de células macrofágicas. Na forma localizada da doença cutânea, as lesões permanecem restritas 

à área focal da pele, por vezes com evidente linfadenopatia regional. Entretanto, na forma 

disseminada ou mucocutânea, há disseminação do parasito para múltiplos focos da pele ou para 

mucosa. O quadro de disseminação da Leishmania nos casos de LV parece ainda mais 

complexo: provavelmente há um trânsito pele-linfonodo-sangue e, em seguida, um 

estabelecimento sequencial de células parasitadas em diferentes tecidos, como demonstrado em 

camundongos e sugerido em estudos com cães naturalmente infectados (Dos-santos et al., 2004; 

Reis et al., 2006).  

Poucos estudos avaliaram a migração de células hospedeiras infectadas por Leishmania, 

bem como os mecanismos envolvidos neste processo. Menezes e colaboradores (2016) 

mostraram que, em ambiente bidimensional, a migração de macrófagos é reduzida após a 

infecção por L. amazonensis. Adicionalmente, Rebouças e colaboradores (2021) mostraram um 

aumento da migração de células dendríticas infectadas por L. infantum ou isolados associados 

às formas disseminadas e difusa de LT. Contudo, o processo de migração transendotelial de 

células hospedeiras envolve sinais regulatórios de um ambiente tridimensional. 

Adicionalmente, foi demonstrado que a infecção por L. braziliensis estimula o hospedeiro a 

produzir mediadores inflamatórios que contribuem para o aumento do recrutamento celular 
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(Follador et al., 2002; Passos et al., 2015). Entretanto, o efeito da infecção in vivo do hospedeiro 

na ativação e recrutamento de células da medula óssea e como isto influência na capacidade de 

migração de células hospedeiras e sua capacidade de responder a infecção permanece pouco 

explorado. Assim, neste estudo investigamos a migração de macrófagos e células dendríticas 

em ambiente tridimensional, bem como, as alterações causadas na medula óssea de 

camundongos infectados por L. braziliensis e seu possível papel na modulação da migração de 

BMMΦ. Estudos para melhor entender o processo de adesão e migração celular e sua relação 

com a sobrevivência intracelular do parasito e disseminação da doença são fundamentais para 

a concepção de novas estratégias terapêuticas e prevenção do desenvolvimento de formas 

graves da leishmaniose. 
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3 HIPÓTESE DO CAPÍTULO 1  

 

A infecção por Leishmania altera a migração de células hospedeiras em ambiente 

tridimensional, levando à redução de macrófagos e aumento da migração de células dendríticas. 

 

3.1 Objetivo do capítulo 1 

 

3.1.1 Objetivo Geral do capítulo 1 

 

Avaliar a migração de macrófagos e células dendríticas infectadas por Leishmania spp. 

em um ambiente tridimensional. 

 

3.1.2 Objetivos específicos do capítulo 1 

 

• Avaliar cinética da infecção de macrófagos e células dendríticas por L. amazonensis, L. 

braziliensis e L. infantum; 

• Avaliar a migração de macrófagos e células dendríticas infectadas por Leishmania spp. 

em matrizes tridimensionais; 

• Avaliar a formação de complexos de adesão em macrófagos e células dendríticas 

infectadas por Leishmania spp. em ambiente tridimensional; 

• Avaliar a organização dos filamentos de actina na migração de macrófagos e células 

dendríticas infectadas por Leishmania spp. em ambiente tridimensional. 
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4 MANUSCRITO 1 
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5 HIPÓTESE DO CAPÍTULO 2 

 

A infecção por L. braziliensis induz a produção de mediadores inflamatórios que são 

capazes de alterar a regulação e a diferenciação de células na medula óssea de camundongos, 

de forma que, em camundongos infectados in vivo, a migração de BMMΦ é alterada. 

 

5.1 Objetivo do capítulo 2 

 

5.1.1 Objetivo geral do capítulo 2 

 

Caracterizar as alterações de BMMΦ infectados por L. braziliensis e seu papel na 

modulação da migração. 

 

5.1.2 Objetivos específicos do capítulo 2 

 

• Avaliar a migração de BMMΦ de camundongos infectados por L. braziliensis em 

ambiente bidimensional e tridimensional; 

• Avaliar a adesão de BMMΦ de camundongos infectados por L. braziliensis em ambiente 

bidimensional e tridimensional;  

• Investigar a organização dos filamentos de actina em BMMΦ de camundongos 

infectados por L. braziliensis em ambiente bidimensional e tridimensional; 

• Avaliar a formação de podossomos em BMMΦ de camundongos infectados com L. 

braziliensis em ambiente bidimensional e tridimensional; 

• Avaliar o papel de proteases na migração de BMMΦ de camundongos infectados com 

L. braziliensis em ambiente tridimensional; 

• Determinar as diferenças na expressão de proteínas de BMMΦ de camundongos 

infectados por L. braziliensis e camundongos saudáveis por análise proteômica. 
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6 MATERIAIS E MÉTODOS DO CAPÍTULO 2 

 

6.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) isogênicos da linhagem Balb/c machos 

ou fêmeas, com 6 a 8 semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério do IGM, aprovados no 

protocolo do CEUA-IGM (Comissão Ética no Uso de Animais) 002/2021. Os animais foram 

infectados com 105 L. braziliensis na orelha, randomizados e divididos em 3 grupos: início do 

aparecimento da lesão (2 semanas após a infecção), pico da infecção (5 semanas após a 

infecção) e cura espontânea (10 semana após a infecção) (Oliveira; Barral, 2005).  Nesses 

pontos os animais foram eutanasiados com um grupo controle para realização dos ensaios 

seguintes (Figura 6). 

 

Figura 6 - Desenho experimental e pontos de eutanásia. Inicialmente 15 animais foram inoculados na orelha 

esquerda com 105 parasitos de Leishmania braziliensis e 15 animais foram inoculados com salina para controle. O 

primeiro ponto de sacrifício foi na segunda semana de infecção, na qual ocorre o início do aparecimento de lesões 

no local. Nesse ponto foram eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle. O segundo ponto de sacrifício 

foi na quinta semana, período em que há o pico de infecção nesses animais. Assim como no ponto anterior, foram 

eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle. O terceiro e último ponto foi na décima semana após a 

recuperação da lesão das orelhas dos animais e foram eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle. 

 

 

Fonte: Autora 

 

6.2 Cultivo de células L929 

 

Células de linhagem fibroblástica tumorgênico de camundongos L929, foram cultivadas 

para obtenção de M-CSF (do inglês, Macrophage Colony-Stimulating Factor), em garrafas de 

cultura de 75 cm2 contendo meio RPMI completo [RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10 



62 

 

% de Soro Bovino Fetal (Gibco), 1 % de glutamina (Sigma), 1 % de ciprofloxacino, 5 % de 36 

bicarbonato de sódio (Sigma) e 2 % de HEPES (Sigma)] em estufa a 37 °C, com 5 % de CO2 e 

95 % de umidade. Em seguida, essas células foram incubadas com 4 mL de Tripsina-EDTA a 

0,05% (Gibco) durante 5 minutos, para que soltassem da garrafa, e foram então centrifugadas 

a 300 Xg por 10 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram ressuspensas e plaqueadas na 

concentração de 5x105 em garrafas de 75 cm2 com 20 mL de meio RPMI completo por 7 dias. 

Após este período, o sobrenadante contendo M-CSF foi coletado, centrifugado a 300 Xg por 10 

min a 4 °C para remoção de células, filtrado em sistema de filtração de 0,22 μm, aliquotado e 

mantido a -20 °C para posterior diferenciação de células precursoras presentes na medula óssea 

em macrófagos. 

 

6.3 Obtenção de macrófagos derivados de medula óssea (BMMΦ) 

 

Células precursoras de macrófagos presentes na medula óssea, foram obtidas por 

lavagem da cavidade do fêmur e da tíbia de camundongos da linhagem Balb/c com meio RPMI 

completo [meio Roswell Park Memorial Institute 1640 suplementado com 25 mM de HEPES 

(Sigma), 2 g/L de bicarbonato de sódio (Sigma), 20 % de SBF inativado (Gibco), 200 mM 

glutamina (Sigma) e 10 μg/mL de ciprofloxacina (Isofarma)] utilizando uma agulha 15 Gauge 

e centrifugadas a 300 Xg por 5 min a 4°C. Após a centrifugação, o sedimento celular foi 

ressuspendido e desfeito utilizando agulha de 20-21 Gauge e as células foram mantidas em 

placas de Petri 90 x 15 mm com meio RPMI completo em estufa a 37 °C e 5 % CO2 overnight. 

Macrófagos residentes da medula foram eliminados por adesão à placa de Petri e as 

células precursoras de macrófagos, presentes no sobrenadante da cultura foram coletadas. O 

sobrenadante foi, em seguida, centrifugado e o pellet ressuspenso em meio RPMI completo 

contendo 30 % de sobrenadante de célula L929. No 3º ou 4º dia do cultivo, a cultura celular foi 

suplementada com meio RMPI contendo 30 % de sobrenadante de L929. Após 7 dias de 

diferenciação, os macrófagos de medula óssea, BMMΦ (do inglês, Bone marrow 

macrophages), aderidos foram recuperados por lavagem da placa de cultura com solução de 

PBS (do inglês, Phosphate Buffered Saline) contendo 1 mM de EDTA, centrifugados 300xg, 

10 min à 4 °C, ressuspensos em meio RPMI completo e contados em câmara de Neubauer para 

uso posterior nos diversos ensaios. 
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6.4 Cultivo de parasitos de leishmania 

 

Foram utilizadas promastigotas de L. braziliensis, cepa MHOM/BR/01/BA788 

(Cadastro A872CFF no SisGen). Os parasitos foram mantidos em meio ágar-sangue NNN 

(Novy-Nicolle-MacNeal) com 5 mL de meio Schneider completo, suplementado com 20% de 

SBF e mantidos em estufa B.O.D. (do inglês, Biochemical Oxygen Demand) a 24 °C. O cultivo 

das promastigostas de L. braziliensis foi realizado em 5 mL de meio Schneider completo 

(Schneider´s Insect Medium contendo 20 % de SBF inativado e antibiótico gentamicina na 

concentração de 50 μg/m). Os parasitas foram mantidos em garrafas de cultura de 25 cm2 em 

estufa B.O.D. à 24°C. Para acompanhamento do crescimento das culturas, o número de 

parasitos foi quantificado diariamente, utilizando a câmara de Neubauer, até atingirem a fase 

estacionária de crescimento para realizar a infecção. 

Para manutenção da cepa de L. braziliensis foram utilizados camundongos BALB/c. Os 

animais foram inoculados na palma da pata inferior com 5x106 promastigotas em fase 

estacionária de L. braziliensis em um volume total de 20 µL de salina estéril. Trinta dias após 

a infecção, estes camundongos foram eutanasiados e seus linfonodos drenantes removidos e 

macerados em meio Schneider, permitindo a liberação das formas amastigotas do parasito.  

 

6.5 Infecção dos macrófagos  

 

 Após a diferenciação, os BMMΦ foram plaqueados sobre lamínulas em placas de 24 

poços na concentração 2x105 por poço (para imunofluorescência 2D e para avaliação do 

percentual de infecção), em tubos não aderentes na concentração de 5x105 em 2 mL de meio 

RPMI completo (para os ensaios de migração 2D e 3D), em placa de 6 poços na concentração 

de 2x106 (para os extratos para proteômica e luminex), ou em placas de petri na concentração 

de 107 (para confecção posterior das matrizes de colágeno). Após 24 h corridas do 

plaqueamento, foi realizada a infecção por L. braziliensis, na proporção 10 parasitos por célula 

por um período de 24 h. Conforme os grupos identificados abaixo (Figura 7). 
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Figura 7 - Esquema dos grupos experimentais: Os macrófagos utilizados nos experimentos tiveram origem de 

medula óssea de animais infectados por L. braziliensis ou de animais controle inoculados com salina. O grupo 1 

(G1) é formado por BMMΦ de animal saudável apenas, o grupo 1 + L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) são 

BMMΦ de animal saudável submetidos a infecção na proporção de 10:1 por L. braziliensis. O grupo 2 (G2) é 

formado por BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis in vivo, o grupo 2 + L. braziliensis (G2 + L. 

braziliensis) são BMMΦ de animais infectados submetidos a infecção in vitro na proporção de 10:1 por L. 

braziliensis. 

    

Fonte: Autora 

 

6.6 Percentual de infecção 

 

 Após a diferenciação, os BMMΦ foram plaqueados sobre lamínulas em placas de 24 

poços na concentração 2x105
 por poço. Após 24 h corridas do plaqueamento, foi realizada a 

infecção por L. braziliensis (na proporção 10:1) por um período de 24 h. Decorrido os tempos 

de infecção, todos os poços foram lavados com salina e, em seguida, fixados utilizando 

paraformaldeído 4 % (PFA 4%). Para a marcação dos núcleos, as células foram montadas com 

kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931). Por fim, foram contadas 400 células por 

grupo, no microscópio de fluorescência Olympus BX51 para determinação do percentual de 

infecção e número de parasitos por célula. Todos os grupos foram feitos em triplicata e os 

experimentos foram repetidos 3 vezes. 
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6.7 Confecção das matrizes tridimensionais 

 

A matriz fibrilar de colágeno tipo I foi preparada na concentração de 2 mg/mL [Collagen 

I (Gibco, Ref: A10483-01) com 10% PBS  10X, 0,26 % NaOH 1N e ddH2O (Farmace)]. 

Durante seu preparo, ainda com a matriz fluida, foram acrescentados 105 macrófagos infectados 

ou não, conforme os grupos identificados anteriormente. As matrizes foram incubadas a 37 °C 

e 5 % de CO2 por 24h, permitindo assim adesão e migração das células a matriz, para posterior 

fixação com PFA 4 %. 

 

6.8 Avaliação de migração de BMMΦ em ambiente bidimensional e tridimensional 

 

Após a infecção dos macrófagos conforme os grupos já mencionados anteriormente, 0 

h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h ou 72 h de incubação, foram colocadas em um sistema de migração 

transwell na concentração de 2x105, para a migração 2D. Adicionalmente, para a migração 3D, 

os macrófagos infectados ou não, foram incorporados na matriz de colágeno I, ainda fluída, na 

concentração de 2x105 células por poço, e colocadas em um sistema de migração transwell. 

Para os ensaios de migração no sistema transwell, tanto no modelo 2D como no 3D, foram 

acrescidos de MCP-1 (ReD systems, Cat 479-JE) na concentração 0,01% no poço inferior como 

quimioatrator de macrófagos. As células foram deixadas por 4 h para migrar no sistema 

transwell a 37 °C e 5 % de CO2. Após esse período, os grupos foram fixados com PFA 4 %. 

Para quantificar as células que migraram através da transwell, as membranas da transwell foram 

montados com kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931), para coloração do núcleo da 

célula e da Leishmania. Em seguida, a análise da migração foi realizada pela contagem do 

núcleo de células que atravessaram a membrana do inserto da transwell, utilizando o 

microscópio de fluorescência Olympus BX51. 

 

6.9 Imunomarcação para proteínas do complexo de adesão, organização de actina e  

      formação de podossomos 

 

BMMΦ de camundongos infectados por L. braziliensis foram plaqueados em lamínulas 

(2D) ou em matriz extracelular (3D) e, após 24 h de infecção por L. braziliensis, foram fixados 

com paraformaldeído a 4 %.  

Para a imunomarcação 2D, as lamínulas foram lavadas duas vezes com PBS 1X e foi 

adicionado NH4Cl (50 mM) sob agitação por 20 minutos adicionais. Em seguida, as células 
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foram lavadas 3 vezes com PBS 1X por 5 minutos e permeabilizadas com PBS-Saponina 0,15 

% sob agitação por 15 min. Após o período de permeabilização, foi feito o bloqueio com PBS-

Saponina 0,15 %/BSA 3 % por 1 h. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com PBS-

Saponina 0,15 % e incubadas com os anticorpos primários descritos na tabela 1 por 1 h. 

Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes e incubadas com o anticorpo secundário anti-

IgG de coelho conjugado ao fluoróforo Alexa Fluor 594 (0,02 µg/µL) (Invitrogen, Ref: 

A11011) ou anti-IgG de rato conjugado ao fluoróforo Alexa Fluor 488 (0,02 µg/µL) 

(Invitrogen, Ref: A32723), ambos na proporção de 1:500 diluídos por no mínimo 30 minutos. 

Em paralelo, a marcação da actina foi feita com faloidina Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat: 

A12379) na proporção 1:500, por 45 min. Por fim, as células foram lavadas e as lamínulas 

montadas em lâminas utilizando ProLongTM Gold Antifade Mountant com DAPI (Invitrogen, 

ref: P36931) para marcação nuclear. 

Para a imunomarcação 3D, as matrizes foram lavadas 5 vezes com PBS 1X e foi 

adicionado NH4Cl (15 mM) sob agitação por mais 20 min, lavadas cinco vezes com PBS 1X e 

incubadas com solução pré-bloqueio (2 % de soro bovino albumina [BSA] em Glicina 1 %) por 

30 min. As células foram então lavadas cinco vezes com PBS 1X e permeabilizadas com 

TRITON – X 100 0,5 % durante 15 min. Após a permeabilização da membrana celular, foi 

realizado o bloqueio de ligações inespecíficas com (1 % BSA em PBS) por 1h e30min. Após 

este período, as células foram incubadas com os anticorpos primários conforme descrito na 

tabela 1, diluídos em PBS 1 % BSA, por 1 h a temperatura ambiente. Como controle negativo 

da reação, um grupo de células foi incubado com IgG de coelho ou rato (10,0 mg/mL) em 

substituição ao anticorpo primário. Posteriormente, as células foram lavadas cinco vezes com 

PBS 1X e incubadas com anticorpos secundários anti-IgG de coelho conjugado ao fluoróforo 

Alexa Fluor 594 (0,02 µg/µL) (Invitrogen, Ref: A11011) ou anti-IgG de rato conjugado ao 

fluoróforo Alexa Fluor 488 (0,02 µg/µL) (Invitrogen, Ref: A32723), ambos na proporção de 

1:500 diluídos em PBS 0,3 % BSA por 45 min. Em paralelo, a marcação da actina foi feita com 

faloidina Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat: A12379) na proporção 1:500, por 45 min. Por fim, 

as células foram lavadas cinco vezes com PBS 1X e as matrizes foram então montadas 

utilizando o kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931) para marcação nuclear.  

As imagens foram adquiridas em microscópio confocal espectral, modelo TCS SP8 da 

Leica e as quantificações digitais de fluorescência foram realizadas utilizando o software Fiji, 

pela quantificação da florescência de aproximadamente 50 células por grupo. 
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Tabela 1 - Anticorpos primários utilizados nos experimentos 

Fonte: Autora 

 

6.10 Avaliação da secreção de proteases por BMMΦ  

 

Foram realizados imunoensaios baseados na tecnologia Luminex™ xMAP para 

quantificar as MMPs nas amostras de sobrenadante do cultivo dos BMMΦ de camundongos 

infectados com L. braziliensis ou saudáveis. Para a detecção das metaloproteases, utilizamos o 

Kit MILLIPLEX MAP Mouse MMP Magnetic Bead Panel 3 (MERCK, cat: MMMP3MAG-

79K), capaz de detectar MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 e MMP12.  

Os ensaios se baseiam na metodologia “sanduíche” convencional de dois-sítios e foram 

realizados em placas de 96 poços. Inicialmente, os poços foram lavados com o tampão de 

lavagem sob agitação por 10 min (20-25 ºC) e, em seguida, foram adicionados os padrões e 

controles conforme cada Kit e nos poços das amostras foi acrescentado o tampão de ensaio. 

Adicionamos então a solução de matriz em todos os poços. Como as amostras utilizadas eram 

sobrenadantes, a recomendação é utilização de meio de cultivo como solução matriz, em 

seguida adicionamos nossas amostras nos poços. Depois, foi adicionado o mix de microesferas 

acoplado a anticorpos de captura específicos para as metaloproteases ou citocinas específicas, 

a placa foi selada e coberta com papel alumínio para proteger da luz, e deixada por 2 h em 

agitação (20-25 ºC). Em seguida, a placa foi lavada e incubada sob agitação por 1 h (20-25 ºC) 

com o anticorpo de detecção biotinilado para se ligar ao analito específico. Em seguida, foi 

realizada a incubação com estreptavidinaficoeritrina (SA-PE) por 30 min (20-25 ºC), para 

ampliação do sinal. SA-PE se liga ao anticorpo biotinilado e é responsável pela revelação do 

ensaio, por meio da emissão de sinal fluorescente. As microesferas foram lidas no equipamento 

Luminex através de sistema duplo de lasers que incide sob as microesferas, à medida que estas 

Anticorpos Marca Diluição Referência 

anti-FAK (pTyr397) Invitrogen 1:500 RC222574 

anti-paxilina (pTyr118) Invitrogen 1:100 QF221230 

Anti-Rac1 BD 1:100 610650 

Anti-Cdc42 Invitrogen 1:200 PA1-092X 

Anti-RhoA Invitrogen 1:200 OSR00266W 

Anti-gelsolina Sigma Aldrich 1:50 G4896 

Anti-talina Sigma Aldrich 1:50 T3287 

Anti- vinculina Sigma Aldrich 1:50 V4505 
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fluem através do fluxo celular. No Luminex, um feixe de laser detecta a microesfera (o código 

de cor específico para o ensaio) e o outro laser quantifica o sinal em cada microesfera. Ao 

passarem pelo fluxo celular Luminex, cada microesfera foi identificada e o sinal SA-PE 

associado a elas foi quantificado. Os valores dos padrões permitiram a construção de uma curva 

padrão, a partir da qual foi feita a quantificação das amostras. 

 

6.11 Análise de proteômica 

 

  A proteômica foi feita a partir dos extratos proteicos de BMMΦ oriundos de animais 

saudáveis e de animais infectados por L. braziliensis, conforme grupos descritos acima. Para 

obtenção dos extratos proteicos, foram adicionados tampão de lise (Tris HCl pH 8,8, SDS 10 

%, DTT 1 M e água milli-Q), agitado no vórtex por 30 seg, aquecido no banho-maria a 95 °C 

por 3 min, colocado no banho sonicador por 1 h, centrifugado a 20.000 Xg por 5 minutos a 20 

°C, e os sobrenadantes contendo os extratos proteicos coletados e estocados no –80 °C. A 

concentração de proteínas nos extratos proteicos foi determinada utilizando o BSA Protein 

Assay kit (Pierce). Em seguida, os extratos proteicos foram degradados com tripsina e os 

peptídeos obtidos caracterizados por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano. 

Após a entrada da amostra no sistema, é realizada a ionização eletrospray (IE), a amostra 

líquida passa por um tubo microcapilar e é dispensada no espectrômetro de massas. Uma vez 

dentro do sistema de vácuo, os íons são guiados e manipulados por campos elétricos. No 

processo de ionização por eletrospray, os peptídeos tripsínicos geralmente tornam-se 

duplamente protonados, sendo designados como (M + 2H)²+, onde M é a massa do peptídeo e 

H⁺ é a massa de um próton. Assim, como os espectrômetros de massas medem o valor de m/z 

(massa/carga).  

Os espectros de massas foram identificados no programa MaxQuant, versão 2.6.5.0 

(Cox; Mann, 2008). Foram realizadas duas buscas, uma incluindo todas as amostras dos 3 

tempos analisados e outra somente para os experimentos 1 e 2 da semana 10. O banco de dados 

usado para a reconstituição das proteínas foi de Mus musculus, baixado do Uniprot, contendo 

55.286 sequências. Os parâmetros da busca foram: enzima tripsina, busca específica, 

carbamidometilação fixa em cisteína, oxidação variável em metionina e acetilação N-terminal 

variável em proteínas. A opção LFQ (Label-Free Quantification) foi habilitada nas duas buscas 

realizadas. A tabela “protein groups” gerada pelo MaxQuant foi usada como entrada no 

programa Perseus, versão 2.1.3.0 (Tyanova et al., 2016.) Os diferentes grupos experimentais 
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foram avaliados independentemente para cada semana do experimento. Para isso, fez-se a 

conversão dos valores de LFQ intensity para log2 e consideraram-se somente as proteínas com 

LFQ Intensity em pelo menos duas réplicas biológicas. Aplicou-se o teste estatístico “one-way 

ANOVA (p-value < 0,05), seguido do Post hoc Tukey’s HSD (FDR 0.05) com a indicação dos 

pares que apresentaram diferença significativa na coluna “significant pairs”, para comparar 

estatisticamente os grupos, foi realizado a transformação das razões normalizadas em log2 com 

o valor hipotético de 0 (representando nenhuma alteração). Proteínas com log2 negativo 

(mudança de dobra) foram reguladas negativamente, enquanto proteínas com 

log2 positivo (mudança de dobra), na comparação entre os grupos avaliados. As proteínas 

diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em conjunto (semanas 2, 5 e 10) na 

plataforma online GSEA-MSigDB (Tamayo, et al., 2005.) considerando FDR < 0,05. Foi 

avaliado o enriquecimento em vias canônicas, hallmark gene sets e ontologia gênica. 

 

6.12 Análise estatística 

 

A análise dos dados foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8. Os dados 

foram submetidos ao teste de normalidade, D’Agostino, Kolmogorov-Smirnov e ShapiroWilk 

para determinação do uso de testes paramétricos ou não paramétricos. Para dados paramétricos, 

foram utilizados o teste ANOVA (não pareado) e sua representação foi feita em gráficos de 

barras, destacando média e desvio padrão. Para os não paramétricos, foram utilizados o teste 

Kruskal-Wallis (não pareado) e sua representação foi feita utilizando gráficos de violinos ou 

box plot, destacando mediana e intervalo interquartil. As diferenças serão consideradas 

estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05.  
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7 RESULTADO DO MANUSCRITO 2 

 

7.1 Percentual de infecção de BMMΦ infectados por L. Braziliensis 

 

Com o intuito de entender como os BMMΦ de origem de animais infectados por L. 

braziliensis (G2) respondem a infecção pelo parasito, realizamos o ensaio comparando o 

percentual de infecção de BMMΦ de animais saudáveis (G1) com os de animais infectados in 

vivo (G2) nos tempos de 2, 5 e 10 semanas após a infecção. Os resultados mostram um 

percentual equivalente de infecção entre BMMΦ de animais saudáveis (G1 + L. braziliensis) 

quando comparados com os de animais infectados in vivo (G2 + L. braziliensis), nos tempos de 

2 e 5 semanas. Entretanto, foi observado que, no tempo de 10 semanas, os BMMΦ de animais 

infectados in vivo (G2 + L. braziliensis) apresentaram uma redução tanto da taxa de infecção 

como do número de Leishmania por célula (Figura 8). 

 

Figura 8 - Avaliação do percentual de infecção de BMMΦ infectados por L. braziliensis. BMMΦ 

de animais saudáveis (G1) ou que obtidos de animais infectados por L. braziliensis (G2), em diferentes 

semanas, foram plaqueados em lamínulas (2x105 /poço) e infectados por L. braziliensis na proporção de 10:1 

durante 24 h. Um total de 400 células foram avaliadas randomicamente por microscopia de fluorescência 

através da marcação nuclear por DAPI. (A) Percentual de macrófagos infectados por L. braziliensis ao longo 

do tempo. (B) Média de amastigota de L. braziliensis por macrófago, ao longo do tempo. (C) Marcação dos 

núcleos de macrófagos de animais saudáveis (G1) no tempo de 10 semanas. (D) Marcação dos núcleos de 

macrófagos de animais saudáveis que foram infectados por L. braziliensis (G1 + L.  braziliensis) no tempo 

de 10 semanas. (E) Marcação dos núcleos de macrófagos de animais infectados (G2) no tempo de 10 semanas. 

(F) Marcação dos núcleos de macrófagos de animais infectados que foram infectados por L. braziliensis (G2 

+ L. braziliensis) no tempo de 10 semanas. ***, p<0,001 (Kruskal- Wallis). Resultado representativo de 3 

experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.2 Avaliação da migração de BMMΦ infectados por L. Braziliensis em ambiente 

      bidimensional 

 

 Para comparar a migração de macrófagos provenientes de animais saudáveis (G1) com 

aqueles de animais infectados (G2), foi realizado um ensaio de migração utilizando placas 

Transwell. As análises foram conduzidas em ambiente bidimensional nos tempos de 0 h, 6 h, 

12 h, 24 h, 4 8h e 7 2h após a infecção, nos períodos de 2, 5 e 10 semanas (Figura 9). Os 

resultados indicam uma redução na migração bidimensional dos BMMΦ provenientes de 

animais saudáveis após a infecção por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), assim como dos 

BMMΦ de animais infectados in vivo (G2), quando comparados aos BMMΦ de animais 

saudáveis (G1), em todos os tempos analisados. Além disso, observou-se um aumento na 

migração bidimensional dos BMMΦ de animais previamente infectados por L. braziliensis após 

a infecção in vitro (G2 + L. braziliensis), em comparação com os BMMΦ de animais infectados 

que não foram submetidos à infecção in vitro (G2), em todos os tempos avaliados (Figura 9). 

 
Figura 9 - Cinética de migração de BMMΦ de animais saudáveis ou após 2, 5 ou 10 semanas de infecção 

por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos de animais saudáveis (G1) ou de animais infectados 

por L. braziliensis por 2, 5 ou 10 semanas (G2) foram incubados e expostos à infecção com L. braziliensis na 

proporção de 10:1 por 24 h. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas por 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72 h 

antes de serem submetidas a um ensaio de migração direcional no sistema Transwell. A migração ocorreu por 4 h 

na presença de MCP-1 como quimioatrator. Após esse período, a membrana do sistema Transwell foi corada com 

DAPI, e os núcleos das células que migraram foram quantificados por microscopia de fluorescência. (A) Cinética 

de migração bidimensional no período de 2 semanas. (B) Cinética de migração bidimensional no período de 5 

semanas. (C) Cinética de migração bidimensional no período de 10 semanas. (D) Área sob a curva referente a 2 

semanas. (E) Área sob a curva referente a 5 semanas. (F) Área sob a curva referente a 10 semanas. ***, p<0,001 

(ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.3 Avaliação da formação do complexo de adesão em BMMΦ infectados por L.   

     Braziliensis em ambiente bidimensional 

 

Para investigar os mecanismos envolvidos na migração, analisamos a formação de 

complexos de adesão em BMMΦ provenientes de animais saudáveis (G1) e de animais 

infectados (G2), por meio da expressão de pFAK e pPaxilina, proteínas essenciais para a adesão 

celular ao substrato. Os resultados demonstram uma redução na expressão de FAK e paxilina 

nos macrófagos de animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos 

macrófagos oriundos de animais infectados in vivo (G2) nos períodos de 2, 5 e 10 semanas. 

Além disso, observou-se um aumento na expressão dessas proteínas nos BMMΦ de animais 

previamente infectados quando submetidos à infecção in vitro (G2 + L. braziliensis), em 

comparação com os BMMΦ de animais infectados que não foram infectados in vitro (G2) 

(Figura 10). 
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Figura 10 - Formação do complexo de adesão em BMMΦ de animais saudáveis ou após 2, 5 ou 10 semanas 

de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram plaqueados em 

lamínulas e incubados por 24 h. Em seguida, foram infectados ou não com L. braziliensis na proporção de 10:1. 

Após 24 h da infecção, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos anti-pFAK e anti-pPaxilina. (A) 

Intensidade de fluorescência para p-FAK e pPaxilina na semana 2, obtida por microscopia confocal Leica SP8 e 

quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (B) Intensidade de fluorescência para p-FAK e 

pPaxilina na semana 5, obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas 

utilizando o software Fiji. (C) Intensidade de fluorescência para p-FAK e pPaxilina na semana 10, obtida por 

microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho: 

marcação com anti-pFAK ou antipPaxilina; Azul: DAPI. ***, p<0,001 (ANOVA ou Kruskal-Wallis). Resultado 

representativo de 3 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.4 Avaliação da organização dos filamentos de actina em BMMΦ infectados por L. 

      Braziliensis em ambiente bidimensional  

 

Para compreender os mecanismos envolvidos na dinâmica do citoesqueleto de actina 

durante a migração, realizamos imunomarcação para as proteínas Rac1 e Cdc42, associadas à 

formação de lamelipódios e filopódios, respectivamente. Além disso, marcamos a proteína 

RhoA, que desempenha um papel fundamental na contração do citoesqueleto de actina, e a 

proteína gelsolina, que facilita a clivagem da actina. Adicionalmente, utilizamos faloidina 

fluorescente, que se liga especificamente à actina filamentosa. Nossos resultados indicam que, 

no período de 2 semanas, há um aumento da expressão de Rac1 e Cdc42 nos macrófagos 

oriundos de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) em comparação aos macrófagos 

de animais saudáveis (G1). No entanto, quando os BMMΦ de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis são submetidos à infecção in vitro (G2 + L. braziliensis), observa-se uma redução 

na expressão de ambas as proteínas em relação ao grupo G2. Além disso, nos BMMΦ de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), verificamos um 

aumento da expressão de Rac1 em comparação aos macrófagos de animais saudáveis (G1). 

Com relação RhoA, observamos uma redução da expressão desta molécula tanto nos BMMΦ 

de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), quanto nos 

BMMΦ de animais infectados in vivo (G2), em relação aos macrófagos de animais saudáveis 

(G1). Adicionalmente, foi observado que os BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis, 

quando submetidos à infecção in vitro, apresentam uma redução na expressão de RhoA em 

relação ao grupo G2. Quanto à expressão de gelsolina, observamos um aumento da expressão 

nos BMMΦ de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), 

nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), bem como nos BMMΦ de 

animais previamente infectados quando submetidos à infecção in vitro (G2 + L. braziliensis), 

quando comparados aos macrófagos de animais saudáveis (G1). Em relação à marcação com 

faloidina, os três experimentos conduzidos apresentaram variações nos resultados. Assim, foi 

calculado a média da intensidade de fluorescência dos experimentos individuais. A análise não 

mostra diferenças significativas na expressão de F-actina entre os grupos avaliados (Figura 11). 
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Figura 11 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 2 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou não com L. braziliensis. 

Após 24 horas da infecção, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos anti-Rac1, anti-Cdc42, anti-RhoA, 

anti-gelsolina e com faloidina para marcação da actina filamentosa. (A) Intensidade de fluorescência para anti-

Rac1 obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji. 

(B) Intensidade de fluorescência para anti-Cdc42 obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 

células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Intensidade de fluorescência para anti-RhoA obtida por 

microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Intensidade 

de fluorescência para anti-gelsolina obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células 

marcadas utilizando o software Fiji. (E) Intensidade de fluorescência para Faloidina obtida por microscopia 

confocal Leica SP8, com média da quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software 

Fiji de três experimentos individuais. Vermelho: marcação para anti-Cdc42 ou anti-RhoA; Verde: marcação para 

antiRac1, anti-gelsolina ou Faloidina; Azul: DAPI. ***, p<0,001 (Kruskal-Wallis ou ANOVA). Resultado 

representativo de 3 experimentos independentes. 

 
Fonte: Autora 
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No ponto de 5 semanas, observou-se um aumento na expressão de Rac1 nos BMMΦ de 

animais saudáveis infectados por in vitro por L. braziliensis (G1 + L. +braziliensis) e nos 

BMMΦ provenientes de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), quando 

comparados aos macrófagos de animais saudáveis (G1). Em contrapartida, a expressão de Rac1 

foi reduzida nos BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis que foram posteriormente 

infectados in vitro (G2 + L. braziliensis) em comparação ao grupo G2. Além disso, verificou-

se um aumento na expressão de Cdc42 nos BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis 

(G2) em relação aos macrófagos de animais saudáveis (G1), em conjunto com a expressão 

reduzida de Cdc42 nos BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis que foram 

posteriormente infectados in vitro (G2 + L. braziliensis) em comparação ao grupo G2, de forma 

semelhante aos observados em Rac1. Quanto à proteína RhoA, houve uma redução da sua 

expressão nos BMMΦ de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. 

braziliensis), nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) e nos BMMΦ 

de animais infectados in vivo por L. braziliensis que passaram por infecção in vitro (G2 + L. 

braziliensis), quando comparados àqueles do grupo controle de animais saudáveis (G1). Por 

fim, ao analisar a expressão de gelsolina, observou-se um aumento da expressão nos BMMΦ 

de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) em 

comparação ao grupo controle (G1). Por outro lado, a expressão de gelsolina foi reduzida nos 

BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) em relação aos macrófagos de 

origem de animais saudáveis (G1). Quanto à marcação com Faloidina, os três experimentos 

realizados apresentaram variações nos resultados. Diante disso, foi calculada a média da 

intensidade de fluorescência dos 3 experimentos independentes, e não foram encontradas 

diferenças significativas na expressão de F-actina entre os grupos avaliados (Figura 12). 
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Figura 12 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 5 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

cultivados em lamínulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou não por L. braziliensis e, após 

24 horas da infecção, as células foram lavadas e submetidas à marcação com anticorpos anti-Rac1, anti-Cdc42, 

anti-RhoA, anti-gelsolina, além de Faloidina para a marcação da actina filamentosa. (A) Intensidade de 

fluorescência para anti-Rac1 analisada por microscopia confocal Leica SP8, com quantificação da fluorescência 

de 50 células utilizando o software Fiji. (B) Intensidade de fluorescência para anti-Cdc42 analisada por 

microscopia confocal Leica SP8, com quantificação da fluorescência de 50 células utilizando o software Fiji. (C) 

Intensidade de fluorescência para anti-RhoA analisada por microscopia confocal Leica SP8, com quantificação da 

fluorescência de 50 células utilizando o software Fiji. (D) Intensidade de fluorescência para anti-gelsolina 

analisada por microscopia confocal Leica SP8, com quantificação da fluorescência de 50 células utilizando o 

software Fiji. (E) Intensidade de fluorescência para Faloidina obtida por microscopia confocal Leica SP8, com 

média da quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji de três experimentos 

individuais. As marcações foram distribuídas da seguinte forma: vermelho para anti-Cdc42 ou anti-RhoA, verde 

para anti-Rac1, anti-gelsolina ou faloidina e azul para DAPI. *** p<0,001 (Kruskal- Wallis ou ANOVA). 

Resultado representativo de 3 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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No ponto de 10 semanas, observou-se um aumento da expressão de Rac1 nos BMMΦ 

de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos BMMΦ 

de animais infectados in vivo por L. braziliensis e posteriormente infectados in vitro (G2 + L. 

braziliensis), quando comparados com o grupo controle de BMMΦ de animais saudáveis (G1). 

Em relação ao Cdc42, houve uma redução da sua expressão nos BMMΦ de animais infectados 

in vivo por L. braziliensis (G2) quando comparados aos macrófagos de animais saudáveis (G1). 

Os resultados também indicaram uma redução da expressão de RhoA nos macrófagos de origem 

de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos 

macrófagos de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), em comparação com o grupo 

controle de BMMΦ de animais saudáveis (G1). No entanto, os BMMΦ de animais infectados 

in vivo que foram infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) apresentaram um 

aumento na expressão de RhoA em relação aos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis (G2). Quanto à expressão de gelsolina, observou-se um aumento nos BMMΦ de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos macrófagos 

de origem de animais infectados in vivo (G2), quando comparados ao grupo controle de BMMΦ 

de animais saudáveis (G1). Por fim, em relação à marcação com faloidina, houve variação nos 

resultados obtidos nos três experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da 

intensidade de fluorescência desses experimentos independentes, não sendo encontradas 

diferenças significativas na expressão de F-actina entre os grupos analisados. (Figura 13). 
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Figura 13 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 10 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou não por L. braziliensis. Após 

24 horas de infecção, as células foram lavadas e submetidas à marcação com anticorpos anti-Rac1, anti-Cdc42, 

anti-RhoA, anti-gelsolina e faloidina para marcação de actina filamentosa. (A) Expressão da intensidade de 

fluorescência para Rac1, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células utilizando o 

software Fiji. (B) Expressão da intensidade de fluorescência para Cdc42, analisada por microscopia confocal Leica 

SP8 e quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (C) Expressão da intensidade de fluorescência para 

RhoA, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (D) 

Expressão da intensidade de fluorescência para gelsolina, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e 

quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (E) Intensidade de fluorescência para Faloidina obtida por 

microscopia confocal Leica SP8, com média da quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando 

o software Fiji de três experimentos individuais. As marcações foram visualizadas em diferentes canais: vermelho 

para anti-Cdc42 ou anti-RhoA; verde para anti-Rac1, anti-gelsolina ou Faloidina; e azul para DAPI. Os dados 

foram analisados estatisticamente utilizando os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, com nível de significância de 

p<0,001 (Kruskal- Wallis ou ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.5 Avaliação da formação de podossomos em BMMΦ infectados por L. Braziliensis em  

      ambiente bidimensional 

 

Com o intuito de investigar os mecanismos envolvidos na migração, analisamos a 

formação de podossomos em BMMΦ provenientes de animais saudáveis (G1) e de animais 

infectados (G2), por meio da expressão das proteínas vinculina e talina. Os resultados 

demonstraram uma diminuição na expressão de vinculina nos macrófagos de animais saudáveis 

infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), nos macrófagos de animais 

infectados in vivo (G2) e nos macrófagos de animais infectados in vivo, submetidos a infecção 

in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao grupo controle de 

BMMΦ de animais saudáveis (G1), no ponto de 2 semanas. Quanto à marcação para talina, não 

foram identificadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos analisados nesse 

mesmo período (Figura 13). 
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Figura 14 - Formação de podossomo em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou após 2 

semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas e, após 24 horas de incubação, foram infectados ou não com L. braziliensis. Passadas 24 

horas da infecção, as células foram lavadas e submetidas à marcação com anticorpos antivinculina/Faloidina ou 

anti-talina. (A) Análise da expressão da intensidade de fluorescência de vinculina por microscopia confocal Leica 

SP8. (B) Expressão de F-actina marcada com Faloidina, visualizada por microscopia confocal Leica SP8. (C) 

Imagem mesclada (merge) da fluorescência de vinculina e F-actina. (D) Expressão de talina avaliada por 

microscopia confocal Leica SP8. (E) Quantificação da fluorescência de 50 células marcadas com anti-vinculina 

utilizando o software Fiji. (F) Quantificação da fluorescência de 50 células marcadas com anti-talina também 

utilizando o software Fiji. As marcações foram visualizadas com: vermelho para vinculina, verde para talina ou 

Faloidina, e azul para DAPI. Resultados analisados por teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA, com *** p<0,001. 

Resultado representativo de 1 experimento para vinculina e de 3 experimentos independentes para talina. 

 

Fonte: Autora 
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Os resultados obtidos no ponto de 5 semanas demonstram uma redução na expressão de 

vinculina nos BMMΦ provenientes de animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis 

(G1 + L. braziliensis) e nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), em 

comparação com os macrófagos de animais saudáveis não infectados (G1). Além disso, 

observou-se que os BMMΦ de animais infectados in vivo, ao serem infectados in vitro por L. 

braziliensis (G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na expressão de vinculina em 

relação aos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2). No que se refere à 

expressão de talina, os resultados apresentaram variações nos três experimentos realizados, não 

sendo observadas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos analisados (Figura 

15). 
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Figura 15 - Formação de podossomo em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou após 5 

semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas e, após 24 horas de incubação, infectados ou não com L. braziliensis. Decorridas 24 

horas da infecção, as células foram lavadas e submetidas à marcação com anticorpos anti-vinculina, anti-talina e 

faloidina para marcação da actina filamentosa (F-actina). (A) Expressão de vinculina detectada por microscopia 

confocal (Leica SP8). (B) Expressão de F-actina por Faloidina. (C) Imagem combinada (merge) da marcação de 

vinculina e F-actina. (D) Expressão de talina. (E) Quantificação da fluorescência de 50 células marcadas com anti-

vinculina utilizando o software Fiji. (F) Média da quantificação da fluorescência de 50 células marcadas com anti-

talina em três experimentos independentes, utilizando o software Fiji. Vermelho: vinculina; Verde: talina ou 

Faloidina; Azul: DAPI. ***p < 0,001 (teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA). Imagem representativa de um 

experimento para vinculina e três experimentos para talina. 

 

Fonte: Autora 
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No ponto de 10 semanas, não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas na expressão de vinculina ou talina entre os grupos analisados.  (Figura 16). 
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Figura 16 - Formação de podossomo em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou após 10 

semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas e, após 24 horas de incubação, foram infectados ou não por L. braziliensis. Passadas 24 

horas da infecção, as amostras foram lavadas e submetidas à marcação com anticorpo anti-vinculina e Faloidina 

ou com anticorpo anti-talina. A análise foi realizada por microscopia confocal (Leica SP8), sendo observada: (A) 

a expressão da intensidade de fluorescência para vinculina; (B) a expressão da intensidade de fluorescência para 

F-actina; (C) a junção (merge) dos sinais de vinculina e F-actina; (D) a expressão da intensidade de fluorescência 

para talina. A quantificação da fluorescência foi realizada com o software Fiji em 50 células marcadas com (E) 

anticorpo anti-vinculina e (F) anticorpo anti-talina, considerando a média de três experimentos independentes para 

talina. As marcações foram representadas pelas cores: vermelho para vinculina, verde para talina ou Faloidina, e 

azul para DAPI. Resultados foram analisados estatisticamente por Kruskal-Wallis ou ANOVA, sendo considerado 

significativo ***p < 0,001. Os dados apresentados correspondem a um experimento representativo para vinculina 

e três para talina. 

 

Fonte: Autora 
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7.6 Avaliação da migração de BMMΦ infectados por L. Braziliensis em ambiente  

      tridimensional 

 

 Para avaliar a migração em ambiente tridimensional de macrófagos de origem de 

animais saudáveis (G1) em comparação com macrófagos de animais infectados (G2), 

realizamos um ensaio de migração com placas transwell, onde foi colocado as células em uma 

matriz de colágeno I, construindo assim um ambiente tridimensional para a célula migrar. Essas 

placas permitem que a célula migre do compartimento superior em direção ao inferior através 

de um estímulo com quimioatrator, atravessando uma membrana porosa, capaz de reter células 

aderentes como macrófagos. Foram realizadas cinéticas de migração em ambiente 

tridimensional nos tempos de 0 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72h após a infecção, nos pontos de 2 

semanas, 5 semanas e 10 semanas. Observa-se uma redução da migração tridimensional de 

BMMΦ de origem de animais saudáveis, após a infecção por L. braziliensis (G1+ L. 

braziliensis) e dos BMMΦ de animais infectados (G2) quando comparados aos BMMΦ de 

animais saudáveis (G1), em todos os tempos avaliados. Adicionalmente, observa-se um 

aumento da migração tridimensional de BMMΦ de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis, após a infecção in vitro (G2+ L. braziliensis), quando comparados aos BMMΦ de 

animais infectados por L. braziliensis que não foram infectados in vitro (G2) em todas as 

semanas avaliadas (Figura 17). 
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Figura 17 - Cinética de migração de BMMΦ de animais saudáveis ou após 2, 5 ou 10 semanas de infecção 

por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrófagos de origem de animais saudáveis (G1) ou após 2, 5 

ou 10 semanas de infecção por L. braziliensis (G2) foram incubados e infectados na proporção de 10:1 de L. 

braziliensis por 24h, as células foram então lavadas e incubadas nos tempos de 0h, 6h, 12h, 24h, 48h e 72h, em 

seguida, foram submetidos a migração direcional em sistema transwell, contendo matriz de colágeno I, na presença 

de MCP-1 como quimioatrator por 4 horas de migração. Após o tempo decorrido, a membrana do sistema transwell 

foi corada com DAPI e os núcleos das células que migraram foram quantificados em microscopia de fluorescência. 

(A) Cinética de migração bidimensional no ponto de 2 semanas. (B) Cinética de migração bidimensional no ponto 

de 5 semanas. (C) Cinética de migração bidimensional no ponto de 10 semanas. (D) Área sob a curva do ponto de 

2 semanas. (E) Área sob a curva do ponto de 5 semanas. (F) Área sob a curva do ponto de 10 semanas. ***, 

p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 

 

7.7 Avaliação da formação do complexo de adesão em BMMΦ infectados por l.  

      Braziliensis em ambiente tridimensional 

 

Para compreender os mecanismos associados à migração em ambiente tridimensional, 

utilizamos matrizes de colágeno I, onde foram colocados os macrófagos, com a matriz ainda 

fluida, de modo que, após a polimerização da matriz, as células ficaram rodeadas de matriz 

extracelular. Foi avaliada a formação de complexos de adesão em BMMΦ de animais saudáveis 

(G1) em comparação com macrófagos de animais infectados (G2), a partir da expressão de 

pFAK e pPaxilina, proteínas chaves na formação do complexo de adesão da célula ao substrato. 

Nossos resultados indicam uma redução da expressão de FAK e paxilina nos macrófagos de 

animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos macrófagos de 

origem de animais infectados (G2), nos pontos de 2, 5 e 10 semanas, quando comparados aos 

BMMΦ de animais saudáveis (G1), em todos os tempos avaliados. Observa-se também que os 
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BMMΦ de animais infectados in vivo, quando são infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), 

apresentaram um aumento da expressão de FAK e paxilina quando comparado com o BMMΦ 

de animais infectados in vivo (G2) (Figura 18). 
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Figura 18 - Formação do complexo de adesão em BMMΦ de animais saudáveis ou após 2, 5 ou 10 semanas 

de infecção por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram plaqueados em 

matriz extracelular, após 24h de incubação, foram infectados ou não por L. braziliensis na proporção de 10:1, 

decorrido as 24h da infecção, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti- pFAK e anti-pPaxilina. (A) Expressão 

da intensidade de fluorescência para p-FAK e pPaxilina na semana 2, através de microscopia confocal Leica SP8 

e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (B) Expressão da intensidade 

de fluorescência para p-FAK e pPaxilina na semana 5, através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação 

da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressão da intensidade de fluorescência 

para p-FAK e pPaxilina na semana 10, através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência 

de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-pFAK ou anti-pPaxilina; azul, DAPI; ***, 

p<0,001 (ANOVA ou Kruskal- Wallis). Resultado representativo de 2 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.8 Avaliação da organização dos filamentos de actina em bmmφ infectados por L.  

     Braziliensis em ambiente tridimensional 

 

Com o objetivo de entender os mecanismos relacionados à dinâmica do citoesqueleto 

de actina durante o processo de migração em ambiente tridimensional, utilizamos matrizes de 

colágeno I, onde foram colocados os macrófagos com a matriz ainda fluida, de modo que após 

a polimerização da matriz, as células ficaram rodeadas de matriz extracelular. Para isso, foi 

realizada a imunomarcação para as proteínas Rac1 e Cdc42, relacionadas com a formação de 

lamelipódios e filopódios, respectivamente. Adicionalmente, avaliamos a expressão da proteína 

RhoA, importante na contração do citoesqueleto de actina e gelsolina, que possui função de 

facilitar a clivagem da actina. Por fim, além de marcação com faloidina fluorescente que é capaz 

de se ligar a actina filamentosa. Nossos resultados após 2 semanas de infecção in vivo nos 

camundongos, mostram que há um aumento da expressão de Rac1 e Cdc42 em BMMΦ de 

animais infectados por L. braziliensis (G2), quando comparados aos macrófagos de animais 

saudáveis (G1). Adicionalmente, observamos uma redução da expressão de Rac1 e Cdc42 em 

BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis, que foram submetidos a infecção in 

vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao G2. Em contraste, 

observa-se uma redução da expressão de RhoA em BMMΦ de animais saudáveis infectados 

por L. braziliensis e dos BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis (G2), em relação aos 

macrófagos de animais saudáveis (G1). Vale ressaltar, que os BMMΦ de animais infectados 

por L. braziliensis in vivo quando infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), 

apresentam uma redução da expressão de RhoA quando comparados àqueles de animais 

infectados in vivo (G2). Em relação à expressão de gelsolina, observamos um aumento da 

expressão em BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis (G2), quando comparados aos 

macrófagos de animais saudáveis (G1). Adicionalmente, observamos uma redução da 

expressão de gelsolina em BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis, que foram 

submetidos a infecção in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao 

G2 Por fim, em relação à marcação com faloidina, houve variação nos resultados obtidos nos 

dois experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da intensidade de fluorescência 

desses experimentos independentes, não sendo encontradas diferenças significativas na 

expressão de F-actina entre os grupos (Figura 19).  
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Figura 19 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 2 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas, após 24h de incubação, foram infectados ou não por L. braziliensis, decorrido 24h da 

infecção, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti-Rac1, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e faloidina 

para marcar actina filamentosa. (A) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Rac1 através de 

microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software 

Fiji. (B) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e 

quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressão da intensidade de 

fluorescência para anti-Rho-A através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 

células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-gelsolina 

através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o 

software Fiji. (E) Expressão da intensidade de fluorescência para Faloidina através de microscopia confocal Leica 

SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou 

anti-RhoA; Verde, anti-Rac1, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; ***, p<0,001 (Kruskal- Wallis ou 

ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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No ponto de 5 semanas, foi observado um aumento na expressão de Rac1 e de Cdc42 

nos BMMΦ de animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e dos 

BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis (G2), em relação ao grupo controle dos 

macrófagos de animais saudáveis (G1). Em contrapartida, houve uma redução da expressão de 

Rac1 nos BMMΦ de animais infectados por L. braziliensis quando infectados in vitro por L. 

braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados com aqueles de animais infectados in 

vivo (G2). Já com relação a RhoA, observa-se uma redução da expressão nos BMMΦ de 

animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), dos BMMΦ de origem 

de animais infectados por L. braziliensis (G2) e BMMΦ de animais infectados por L. 

braziliensis infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) em relação aos 

macrófagos de animais saudáveis (G1). Adicionalmente, ao analisar a expressão de gelsolina, 

observa-se um aumento da expressão nos BMMΦ de animais saudáveis infectados por L. 

braziliensis (G1 + L. braziliensis), quando comparados ao grupo controle (G1). Observa-se 

ainda um aumento na expressão de gelsolina nos BMMΦ de animais infectados in vivo, quando 

estes são infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), em relação aos BMMΦ 

de animais infectados por L. braziliensis (G2) e ao grupo controle de animais saudáveis (G1). 

Em relação à marcação por faloidina, não encontramos diferença na expressão entre os grupos 

analisados (Figura 20). 
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Figura 20 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 5 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas, após 24h de incubação, foram infectados ou não por L. braziliensis, decorrido 24h da 

infecção, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti-Rac1, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e Faloidina 

para marcar actina filamentosa. (A) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Rac1 através de 

microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software 

Fiji. (B) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e 

quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressão da intensidade de 

fluorescência para anti-RhoA através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 

células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-gelsolina 

através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o 

software Fiji. (E) Expressão da intensidade de fluorescência para Faloidina através de microscopia confocal Leica 

SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou 

anti-RhoA; Verde, anti-Rac1, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; ***, p<0,001 (Kruskal- Wallis ou 

ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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 No ponto de 10 semanas, observou-se um aumento de Rac1 nos BMMΦ de animais 

saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e dos BMMΦ de animais 

infectados por in vivo, quando estes são infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. 

braziliensis) em relação ao grupo controle, macrófagos de animais saudáveis (G1). 

Adicionalmente, observa-se um aumento da expressão de Rac1 em BMMΦ de animais 

infectados por in vivo, quando estes são infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. 

braziliensis) em relação BMMΦ de animais infectados por in vivo (G2). Em relação a Cdc42, 

observamos uma redução na expressão nos BMMΦ de animais infectados por in vivo (G2) em 

relação aos macrófagos de animais saudáveis (G1). Adicionalmente, observa-se um aumento 

da expressão de Cdc42 em BMMΦ de animais infectados por in vivo, quando estes são 

infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) em relação BMMΦ de animais 

infectados por in vivo (G2). Nossos resultados indicam ainda uma redução da expressão de 

RhoA nos macrófagos de animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) 

e nos macrófagos de animais infectados in vivo (G2), quando comparados com o grupo controle 

(G1). Observa-se também que os BMMΦ de animais infectados, quando são infectados in vitro 

(G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na expressão de RhoA, quando comparados 

àqueles de animais infectados (G2). No que diz respeito a gelsolina, foi observado um aumento 

da expressão nos BMMΦ de animais saudáveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. 

braziliensis) e uma redução da expressão nos macrófagos de animais infectados in vivo (G2), 

quando comparados ao grupo controle (G1). Vale destacar que os BMMΦ de animais infectados 

in vivo, quando são infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na 

expressão de RhoA, quando comparados com BMMΦ de animais infectados in vivo (G2). Por 

fim, em relação à marcação com faloidina, houve variação nos resultados obtidos nos dois 

experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da intensidade de fluorescência desses 

experimentos independentes, não sendo encontradas diferenças significativas na expressão de 

F-actina entre os grupos (Figura 21). 
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Figura 21 - Organização dos filamentos de actina em macrófagos de medula óssea de animais saudáveis ou 

após 10 semanas de infecção por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrófagos (2x105 /poço) foram 

plaqueados em lamínulas, após 24h de incubação, foram infectados ou não por L. braziliensis, decorrido 24h da 

infecção, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti-Rac1, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e Faloidina 

para marcar actina filamentosa. (A) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Rac1 através de 

microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software 

Fiji. (B) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e 

quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressão da intensidade de 

fluorescência para anti-Rho-A através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 

células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressão da intensidade de fluorescência para anti-gelsolina 

através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o 

software Fiji. (E) Expressão da intensidade de fluorescência para faloidina através de microscopia confocal Leica 

SP8 e quantificação da fluorescência de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou 

anti-RhoA; Verde, anti-Rac1, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; ***, p<0,001 (Kruskal- Wallis ou 

ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.9 Avaliação da expressão de proteases em BMMΦ de camundongos infectados com L. 

     Braziliensis  

 

Para avaliar a expressão de proteases foram realizados imunoensaios baseados na 

tecnologia Luminex™ xMAP para quantificar as metaloproteinases de matriz, MMP12, 

MMP2, MMP3, MMP8, MMP9, nas amostras dos sobrenadantes do cultivo dos macrófagos. 

Observamos que no ponto de 2 semanas houve um aumento da MMP2, MMP8 e MMP12 nos 

BMMΦ de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) e nos BMMΦ de animais 

infectados, quando são infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), em relação aos macrófagos de 

origem de animais saudáveis (G1). Foi observado também um aumento da MMP9 nos BMMΦ 

de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) em relação aos macrófagos de origem 

de animais saudáveis (G1). Já no ponto de 5 semanas, destaca-se a redução da MMP8, MMP9 

e MMP12 nos BMMΦ de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) e nos BMMΦ 

de animais infectados, quando são infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), em relação aos 

macrófagos de origem de animais saudáveis (G1). No ponto de 10 semanas não foi observado 

diferença significativa entres os grupos para nenhuma das MMPs avaliadas (Figura 22). 
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Figura 22 - O papel de proteases na migração de BMMΦ de camundongos infectados com L. braziliensis. 

Sobrenadante do cultivo celular dos grupos analisados, foram submetidos a imunoensaios baseados na tecnologia 

Luminex™ xMAP para quantificar as metaloproteinases de matriz, MMP12, MMP2, MMP3, MMP8, MMP9. (A) 

Média da intensidade de fluorescência das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 e MMP12 no ponto de 2 semanas. (B) 

Média da intensidade de fluorescência das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 e MMP12 no ponto de 5 semanas. (C) 

Média da intensidade de fluorescência das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 e MMP12 no ponto de 10 

semanas.  ***, p<0,001 (Three-way ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes. 

 

Fonte: Autora 
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7.10 Avaliação de proteínas identificadas como diferentemente expressas em BMMΦ de 

        camundongos infectados com l. Braziliensis  

 

Para identificar as proteínas diferentemente expressas de BMMΦ de animais infectados 

com L. braziliensis em comparação a BMMΦ de animais saudáveis, lisamos as células com 

tampão de lise contendo DDT. Os extratos proteicos foram então degradados com tripsina e os 

peptídeos obtidos caracterizados por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano. 

Duas semanas após a infecção, identificamos um total de 26 proteínas diferencialmente 

expressas entre os grupos avaliados. Nos BMMΦ de animais saudáveis (G1), nove proteínas 

apresentaram expressão reduzida — incluindo Hidroxiacil Glutationa Hidrolase mitocondrial, 

Tirosina-proteína quinase Fes/Fps, Proteína da família Costars ABRACL, Cadeia leve de 

dineína Tctex-tipo 1, 5-formil tetrahidrofolato ciclo-ligase, Peroxirredoxina-1, Proteínas 

Ativadoras 1 de Rho GTPases, Endofilina-B1 e Proteína 4 do canal intracelular de cloreto — 

enquanto três proteínas apresentaram expressão aumentada (Subunidade U2AF do fator de 

splicing, Proteína 2 que interage com FMR1 citoplasmática e Fosfatidato citidina transferase 

2).  

Ao infectar esses macrófagos in vitro (G1 + L. braziliensis), observamos dez proteínas 

com expressão reduzida (entre elas, Molécula de interação estromal 1, Sialato O-acetilesterase, 

Proteínas Ativadoras 1 de Rho GTPase, Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase mitocondrial e 

Subunidade B do fator de iniciação da tradução eucariótica 3) e quatro proteínas com expressão 

aumentada (CUGBP membro da família Elav-like 2, Peroxirredoxina-1, Proteína de subunidade 

maior ribossômica uL11 e Grande transportador de aminoácidos neutros subunidade pequena 

4).  

Nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), seis proteínas 

apresentaram expressão reduzida (incluindo CUGBP membro da família Elav-like 2, 

Subunidade U2AF do fator de splicing e Fosfatidato citidina transferase 2) e nove proteínas 

exibiram expressão aumentada, dentre as quais Hidroxiacil Glutationa Hidrolase mitocondrial, 

Proteína da família Costars ABRACL, Cadeia leve de dineína Tctex-tipo 1 e 5-formil 

tetrahidrofolato ciclo-ligase. Ao infectar esses macrófagos in vitro (G2 + L. braziliensis), foram 

detectadas quatro proteínas com expressão reduzida (Cadeia leve de dineína Tctex-tipo 1, 

Adenina fosforribosiltransferase, Peroxirredoxina-1 e Proteína de subunidade maior 

ribossômica uL11) e doze proteínas com expressão aumentada, destacando-se Tirosina-proteína 

quinase Fes/Fps, Proteína da família Costars ABRACL, Molécula de interação estromal 1, 
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Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase e Subunidade B do fator de iniciação da tradução 

eucariótica 3. Importante ressaltar que as Proteínas Ativadoras 1 de Rho GTPases e a Proteína 

da família Costars ABRACL, diretamente relacionadas à dinâmica da actina e migração celular, 

apresentaram expressão aumentada exclusivamente nos BMMΦ dos grupos infectados in vivo 

(G2) e infectados in vivo e in vitro (G2 + L. braziliensis) (Figura 23 e Tabela 2).   

De modo geral, a maioria das proteínas apresentou expressão aumentada nos BMMΦ 

de animais infectados in vivo (G2). Destacam-se a Hidroxiacil Glutationa Hidrolase 

mitocondrial (Hagh), altamente expressa em G2, e o CUGBP membro da família Elav-like 2 

(Celf2), cuja expressão foi significativamente maior em G2 comparado aos BMMΦ de animais 

saudáveis infectados in vitro (G1 + L. braziliensis). A Tirosina-proteína quinase Fes (Fes) 

exibiu expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1, enquanto a Proteína da 

família Costars ABRACL (Abracl) foi altamente expressa em G2 e G2 + L. braziliensis, mas 

reduzida em G1. A Cadeia leve de dineína Tctex-tipo 1 (Dynlt1) foi mais expressa em G2, 

porém apresentou expressão reduzida em G1 e G2 + L. braziliensis. A enzima 5-formil 

tetrahidrofolato ciclo-ligase (Mthfsl) apresentou expressão aumentada em G2 e G2 + L. 

braziliensis e reduzida em G1. A Adenina fosforribosiltransferase (Aprt) foi aumentada em G2 

e reduzida em G2 + L. braziliensis. A proteína 2-hidroxiacil-CoA liase 2 (Ilvbl) foi mais 

expressa em G2 e G2 + L. braziliensis, e menos expressa em G1 + L. braziliensis. A Di-N-

acetilquitobiase (Ctbs) e a Fosfatidato citidina transferase 2 (Cds2) seguiram padrão 

semelhante, sendo mais expressas em G2 e menos em G1 + L. braziliensis. A Sialato O-

acetilesterase (Siae) apresentou expressão aumentada em G2 e reduzida em G1 + L. braziliensis. 

A Proteína Ativadora 1 de Rho GTPase (Arhgap1) teve expressão aumentada em G2 e G2 + L. 

braziliensis, e reduzida em G1 e G1 + L. braziliensis.  

Algumas proteínas exibiram expressão aumentada especialmente nos BMMΦ de 

animais infectados in vivo e subsequentemente infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), como 

a Subunidade B do fator de iniciação da tradução eucariótica 3 (Eif3b), Hidroxiacil-coenzima 

A desidrogenase mitocondrial (Hadh), Molécula de interação estromal 1 (Stim1), Proteína 1 

contendo domínio isocorismatase (Isoc1) e Componente redutor de amidoxima mitocondrial 2 

(Mtarc2). Também a Endofilina-B1 (Sh3glb1) e a Proteína 4 do canal intracelular de cloreto 

(Clic4) apresentaram expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1.  

Por outro lado, algumas proteínas tiveram expressão aumentada nos BMMΦ de animais 

saudáveis (G1), como a Subunidade U2AF do fator de splicing (U2af2), altamente expressa em 

G1 e reduzida em G2, e a Proteína 2 que interage com FMR1 citoplasmática (Cyfip2), 

aumentada em G1 e reduzida em G1 + L. braziliensis. A Subunidade maior ribossômica uL11 
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(Rpl12) apresentou expressão elevada em G1 + L. braziliensis e reduzida em G2 e G2 + L. 

braziliensis. A Peroxirredoxina-1 (Prdx1) mostrou expressão aumentada em G1 + L. 

braziliensis, e reduzida em G1 e G2 + L. braziliensis. Finalmente, o Grande transportador de 

aminoácidos neutros subunidade pequena 4 (Slc43a2) foi mais expresso em G1 + L. braziliensis 

e menos em G2 (Figura 23 e Tabela 2).  
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Tabela 2 - Lista de proteínas identificadas como diferentemente expressas nos BMMΦ no ponto de 2 semanas após a infecção por L. braziliensis 

Proteína Gene p valor (ANOVA) G1 G1 + L.b. G2 G2 + L.b. 

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial Hagh 1,310 -1.414 0 1.414 0 

CUGBP Elav-like family member 2 Celf2 1,425 0 1.530 -1.530 0 

Tyrosine-protein kinase Fes/Fps;Tyrosine-protein kinase Fes 1,438 -1.312 0 0 1.312 

Costars family protein ABRACL Abracl 2,040 -2.045 0 1.656 2.045 

Dynein light chain Tctex-type 1 Dynlt1 2,136 -1.673 0 1.859 -1.859 

5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase Mthfsl 1,499 -1.385 0 1.337 1.385 

Adenine phosphoribosyltransferase Aprt 1,317 0 0 1.328 -1.328 

Uridine 5-monophosphate synthase Umps 1,382 0 0 0 0 

Fator de splicing U2AF subunidade de 65 kDa U2af2 1,377 1.534 0 -1.534 0 

Peroxiredoxin-1 Prdx1 2,056 -2.176 2.176 0 -1.393 

Large ribosomal subunit protein uL11 Rpl12 2,018 0 2.135 -1.423 -2.135 

Stromal interaction molecule 1 Stim1 1,302 0 -1.368 0 1.368 

Sialate O-acetylesterase Siae 1,387 0 -1.346 1.346 0 

AP2-associated protein kinase 1 Aak1 1,335 0 0 0 0 

Rho GTPase-activating protein 1 Arhgap1 2,231 -1.817 -1.517 1.817 1.652 

Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2 Cyfip2 1,504 1.396 -1.396 0 0 

Hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase, mitochondrial Hadh 1,399 0 -1.457 0 1.457 
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2-hydroxyacyl-CoA lyase 2 Ilvbl 1,583 0 -1.512 1.353 1.512 

Large neutral amino acids transporter small subunit 4 Slc43a2 2,110 0 2.273 -2.273 0 

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B Eif3b 1,440 0 -1.615 0 1.615 

Di-N-acetylchitobiase Ctbs 1,539 0 -1.567 1.567 0 

Isochorismatase domain-containing protein 1 Isoc1 1,599 0 -1.306 -1.527 1.527 

Mitochondrial amidoxime reducing component 2 Mtarc2 1,579 0 -1.704 0 1.704 

Phosphatidate cytidylyltransferase 2 Cds2 1,308 1.308 0 -1.308 0 

Endophilin-B1 Sh3glb1 1,325 -1.354 0 0 1.354 

Chloride intracellular channel protein 4 Clic4 1,671 -1.730 0 0 1.730 
Fonte: Autora 
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Figura 23 - Proteínas identificadas como diferentemente expressas em BMMΦ de camundongos após 2 

semanas de infecção por L. braziliensis.  BMMΦ de camundongos saudáveis ou infectados por L. braziliensis 

foram lisados e degradados com tripsina, os peptídeos obtidos foram caracterizados por cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano. 

(A) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais 

saudáveis (G1). (B) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteínas 

identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos 

de animais infectados in vivo por L. braziliensis infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis).  ***, 

p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos. 

 

Fonte: Autora 
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Na análise realizada 5 semanas após a infecção, foram identificadas 11 proteínas 

diferencialmente expressas entre os grupos avaliados. Nos BMMΦ de animais saudáveis (G1), 

observamos duas proteínas com expressão reduzida (proteína de choque térmico mitocondrial 

70 e peroxirredoxina-2) e três com expressão aumentada (subunidade 4 do complexo THO, 

prenilcisteína oxidase 1 e proteína A associada à membrana de vesícula). Nos BMMΦ de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), foram 

identificadas cinco proteínas com expressão reduzida (subunidade 4 do complexo THO, 

subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-fosfato, prenilcisteína oxidase 1, 6-fosfogluconato 

desidrogenase descarboxilante e proteína A associada à membrana de vesícula) e três com 

expressão aumentada (proteína de choque térmico mitocondrial 70, peroxirredoxina-2 e 

proteína unc-93 homólogo B1).  

Nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), foram observadas 

quatro proteínas com expressão reduzida (proteína de choque térmico mitocondrial 70, proteína 

de ligação à fosfatidiletanolamina 1, peroxirredoxina-2 e proteína 1 do canal intracelular de 

cloreto) e duas com expressão aumentada (subunidade 4 do complexo THO e proteína A 

associada à membrana de vesícula). Já nos BMMΦ de animais infectados in vivo que foram 

subsequentemente infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), foram 

identificadas duas proteínas com expressão reduzida (proteína de choque térmico mitocondrial 

70 e proteína unc-93 homólogo B1) e seis com expressão aumentada (subunidade 4 do 

complexo THO, subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-fosfato, proteína de ligação à 

fosfatidiletanolamina 1, 6-fosfogluconato desidrogenase descarboxilante, proteína A associada 

à membrana de vesícula e proteína 1 do canal intracelular de cloreto) (Figura 23 e Tabela 3). A 

subunidade 4 do complexo THO (Alyref) apresentou expressão aumentada nos BMMΦ dos 

grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis, enquanto mostrou expressão reduzida no grupo G1 + L. 

braziliensis. A subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-fosfato (Dpm1) foi mais expressa 

em G2 + L. braziliensis e menos expressa em G1 + L. braziliensis. A proteína de choque térmico 

mitocondrial 70 (Hspa9) apresentou expressão aumentada em G1 + L. braziliensis, enquanto 

teve expressão reduzida nos grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis. A proteína de ligação à 

fosfatidiletanolamina 1 (Pebp1) foi mais expressa em G2 + L. braziliensis e menos expressa em 

G2. A peroxirredoxina-2 (Prdx2) mostrou expressão aumentada em G1 + L. braziliensis e 

reduzida nos grupos G1 e G2. A proteína unc-93 homólogo B1 (Unc93b1) apresentou expressão 

aumentada em G1 + L. braziliensis e reduzida em G2 + L. braziliensis. A prenilcisteína oxidase 

1 (Pcyox1) foi mais expressa em G1 e menos expressa em G1 + L. braziliensis. A 6-

fosfogluconato desidrogenase descarboxilante (Pgd) teve expressão aumentada exclusivamente 
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em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis. A proteína A associada à membrana 

de vesícula (Vapa) apresentou expressão aumentada nos grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis, 

mas reduzida em G1 + L. braziliensis. Por fim, a proteína 1 do canal intracelular de cloreto 

(Clic1) foi mais expressa em G2 + L. braziliensis e menos expressa em G1 + L. braziliensis 

(Figura 23 e Tabela 3).  
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Tabela 3 - Lista de proteínas identificadas como diferentemente expressas nos BMMΦ no ponto de 5 semanas após a infecção por L. braziliensis 

Proteína Gene p valor (ANOVA) G1 G1 + L.b. G2 G2 + L.b. 

THO complex subunit 4 Alyref 1,899 1.676 -1.676 1.596 1.532 

Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1 Dpm1 1,659 0 -1.738 0 1.738 

Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9 2,153 -1.387 2.134 -2.134 -1.802 

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 Pebp1 1,534 0 0 -1.541 1.541 

Peroxiredoxin-2 Prdx2 1,578 -1.396 1.485 -1.485 0 

Protein unc-93 homolog B1 Unc93b1 1,549 0 1.538 0 -1.538 

Stomatin-like protein 2, mitochondrial Stoml2 1,359 0 0 0 0 

Prenylcysteine oxidase 1 Pcyox1 1,539 1.480 -1.480 0 0 

6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating Pgd 1,390 0 -1.470 0 1.470 

Vesicle-associated membrane protein-associated protein A Vapa 2,311 1.631 -2.381 1.600 2.381 

Chloride intracellular channel protein 1 Clic1 1,340 0 0 -1.395 1.395 

THO complex subunit 4 Alyref 1,899 1.676 -1.676 1.596 1.532 

Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1 Dpm1 1,659 0 -1.738 0 1.738 

Stress-70 protein, mitochondrial Hspa9 2,153 -1.387 2.134 -2.134 -1.802 
Fonte: Autora 
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Figura 24 - Proteínas identificadas como diferentemente expressas em BMMΦ de camundongos após 5 

semanas de infecção por L. braziliensis.  BMMΦ de camundongos saudáveis ou infectados por L. braziliensis 

foram lisados e degradados com tripsina, os peptídeos obtidos foram caracterizados por cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano. 

(A) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais 

saudáveis (G1). (B) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteínas 

identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos 

de animais infectados in vivo por L. braziliensis infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis).  ***, 

p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos. 

 

Fonte: Autora 

 

Após 10 semanas de infecção, identificamos um total de 6 proteínas diferentemente 

expressas entre os grupos analisados. Nos BMMΦ de animais saudáveis (G1), observamos uma 
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proteína com expressão reduzida (Proteína da autofagia 5 – Atg5) e quatro proteínas com 

expressão aumentada: Proteína da subunidade menor do ribossomo uS5 (Rps2), Proteína da 

subunidade menor do ribossomo eS1 (Rps3a), Testina (Tes) e Subunidade alfa-1 da ATPase 

transportadora de sódio/potássio (Atp1a1).  

Ao infectar esses macrófagos in vitro (G1 + L. braziliensis), foi observada apenas uma 

proteína com expressão reduzida: Testina. Nos BMMΦ de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis (G2), detectamos uma proteína com expressão reduzida (Testina) e duas proteínas 

com expressão aumentada: Proteína da autofagia 5 e Subunidade sigma-1 do complexo AP-3 

(Ap3s1).  

Ao infectar in vitro os BMMΦ de animais infectados in vivo (G2 + L. braziliensis), foram 

identificadas cinco proteínas com expressão reduzida: Proteína da subunidade menor do 

ribossomo uS5, Proteína da subunidade menor do ribossomo eS1, Testina, Subunidade alfa-1 

da ATPase transportadora de sódio/potássio e Subunidade sigma-1 do complexo AP-3, além de 

uma única proteína com expressão aumentada, a Proteína da autofagia 5 (Figura 24 e Tabela 

4). Dentre essas proteínas, destaca-se a Testina, componente do complexo de adesão celular, 

que apresentou expressão aumentada nos BMMΦ de animais saudáveis (G1), enquanto sua 

expressão foi reduzida nos grupos G1 + L. braziliensis, G2 e G2 + L. braziliensis. A Proteína 

da subunidade menor do ribossomo uS5 (Rps2) e a Proteína da subunidade menor do ribossomo 

eS1 (Rps3a) mostraram expressão aumentada nos BMMΦ de animais saudáveis (G1) e 

expressão reduzida nos BMMΦ de animais infectados in vivo e posteriormente infectados in 

vitro (G2 + L. braziliensis). A Subunidade alfa-1 da ATPase transportadora de sódio/potássio 

(Atp1a1) foi expressa de forma aumentada em G1, mas apresentou expressão reduzida em G2 

+ L. braziliensis. A Proteína da autofagia 5 (Atg5) exibiu expressão aumentada nos BMMΦ de 

animais infectados in vivo (G2) e nos BMMΦ infectados in vivo e posteriormente infectados in 

vitro (G2 + L. braziliensis), com expressão reduzida em BMMΦ de animais saudáveis (G1). 

Finalmente, a Subunidade sigma-1 do complexo AP-3 (Ap3s1) foi expressa de forma 

aumentada em G2, mas apresentou expressão reduzida em G2 + L. braziliensis.  
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Tabela 4 - Lista de proteínas identificadas como diferentemente expressas nos BMMΦ no ponto de 10 semanas após a infecção por L. braziliensis 

Proteína Gene p valor (ANOVA) G1 G1 + L.b. G2 G2 + L.b. 

Small ribosomal subunit protein uS5 Rps2 1,370 1.444 0 0 -1.444 

Small ribosomal subunit protein eS1 Rps3a 1,521 1.703 0 0 -1.703 

Testin Tes 1,946 1.958 -1.667 -1.958 -1.552 

Sodium/potassium-transporting ATPase subunit alpha-1 Atp1a1 1,651 1.766 0 0 -1.766 

Autophagy protein 5 Atg5 1,871 -1.767 0 1.685 1.767 

AP-3 complex subunit sigma-1 Ap3s1 1,478 0 0 1.638 -1.638 
Fonte: Autora 
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Figura 25 - Proteínas identificadas como diferentemente expressas em BMMΦ de camundongos após 10 

semanas de infecção por L. braziliensis.  BMMΦ de camundongos saudáveis ou infectados por L. braziliensis 

foram lisados e degradados com tripsina, os peptídeos obtidos foram caracterizados por cromatografia líquida 

acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano. 

(A) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais 

saudáveis (G1). (B) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de 

animais saudáveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteínas 

identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteínas identificadas com baixa regulação ou alta regulação em macrófagos 

de animais infectados in vivo por L. braziliensis infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis).  ***, 

p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos. 

 

Fonte: Autora 

 

As proteínas diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em conjunto 

(semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB (considerando FDR < 0,05). Foi 

avaliado o enriquecimento em vias canônicas, que inclui: Conjuntos de genes BioCarta, 
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conjuntos de genes do Reactome e conjuntos de genes WikiPathways. Nessa análise foi possível 

identificar a alteração em dez diferentes vias: Nonsense-Mediated Decay (NMD), Eukaryotic 

Translation Initiation, Nonsense Mediated Decay (NMD) independent of the Exon Junction 

Complex (EJC), Translation, Metabolism of RNA, Cytoplasmic ribosomal proteins, Major 

pathway of rRNA processing in the nucleolus and cytosol, mRNA processing e Oxidative stress 

and redox pathway (Figura 26) (Tabela 5). O enriquecimento em Ontologia genética identificou 

a alteração em 10 diferentes vias: Organonitrogen compound biosynthetic process, GOCC 

mitochondrion, GOCC cytosolic ribosome, GOBP cytoplasmic translation, GOCC cytosolic 

large ribosomal subunit, GOCC ribonucleoprotein complex, GOMF structural constituent of 

ribosome, GOMF RNA binding, GOCC ribosomal subunit e GOBP intracellular transport 

(Figura 27) (Tabela 5). Adicionalmente, o enriquecimento em Genes característicos mapeados 

por ortologia identificou 4 vias distintas, sendo elas: Reactive oxygen species pathway, DNA 

repair, Peroxisome e adipogenesis. 
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Figura 26 - Enriquecimento em vias canônicas das amostras de BMMΦ após 2, 5 e 10 semanas de infecção 

por L. braziliensis.  As proteínas diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em conjunto 

(semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05. Em verde estão marcados os 

genes que tiveram alterações nas respectivas vias identificadas.   

  

Fonte: Autora 
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Figura 27 - Enriquecimento em Ontologia genética das amostras de BMMΦ após 2, 5 e 10 semanas de 

infecção por L. braziliensis.  As proteínas diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em 

conjunto (semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05. Em verde estão 

marcados os genes que tiveram alterações nas respectivas vias identificadas.   

 

Fonte: Autora 
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Figura 28 - Enriquecimento em Genes característicos mapeados por ortologia das amostras de BMMΦ após 

2, 5 e 10 semanas de infecção por L. braziliensis.  As proteínas diferencialmente expressas foram selecionadas e 

analisadas em conjunto (semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05.  Em 

verde estão marcados os genes que tiveram alterações nas respectivas vias identificadas.  

 

Fonte: Autora 
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Tabela 5 - Lista de vias identificadas no GSEA como alteradas nas amostras de BMMΦ após 2, 5 e 10 semanas de infecção por L. braziliensis 

Nome do conjunto de Gene 

Nº de Genes 

no conjunto 

(K) 

Genes em 

sobreposição 

(k) 

k/K p-valor FDR q-valor 

HALLMARK Reactive oxygen species pathway 48 4 0.0833 0.000000263 0.0000131 

HALLMARK DNA Repair 148 4 0.027 0.0000239 0.000597 

HALLMARK Peroxisome 103 3 0.0291 0.000217 0.00362 

HALLMARK Adipogenesis 200 3 0.015 0.0015 0.0187 

REACTOME nonsense mediated decay NMD 116 7 0.0603 6.06E-11 0.000000075 

REACTOME Eukaryotic translation Initiation 122 7 0.0574 8.67E-11 0.000000075 

REACTOME Nonsense mediated decay nmd 

independent of the exon junction complex EJC 
97 6 0.0619 1.33E-09 0.000000765 

REACTOME Translation 231 7 0.0303 7.5E-09 0.00000324 

REACTOME Metabolism of RNA 595 9 0.0151 1.91E-08 0.00000662 

WP Cytoplasmic ribosomal proteins 80 5 0.0625 3.25E-08 0.00000938 

REACTOME Major pathway of RRNA processing in 

the nucleolus and cytosol 
181 6 0.0331 5.62E-08 0.0000139 

WP mRNA processing 452 7 0.0155 0.000000716 0.000155 

REACTOME Metabolismo of proteins 1762 11 0.0062 0.00000313 0.000602 

WP Oxidative stress and redox pathway 92 4 0.0435 0.00000364 0.000629 

GOBP Organonitrogen compound biosynthetic process 1690 15 0.0089 2.71E-10 0.00000287 

GOCC Mitochondrion 1912 15 0.0078 1.47E-09 0.00000779 
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GOCC Cytosolic ribosome 139 6 0.0432 1.16E-08 0.0000411 

GOBP Cytoplasmic translation 155 6 0.0387 2.23E-08 0.0000531 

GOCC Cytosolic large ribosomal subunit 76 5 0.0658 2.51E-08 0.0000531 

GOCC Ribonucleoprotein complex 871 10 0.0115 3.81E-08 0.0000673 

GOMF Structural constituent of ribosome 178 6 0.0337 5.09E-08 0.000077 

GOMF RNA Binding 1193 11 0.0092 6.71E-08 0.0000888 

GOCC Ribosomal subunit 213 6 0.0282 0.000000147 0.000173 

GOBP Intracellular transport 1354 11 0.0081 0.000000239 0.000252 

Fonte: Autora 



117 

 

8 DISCUSSÃO DO MANUSCRITO 2 

 

A leishmaniose é uma doença infecciosa cuja patogênese é influenciada por fatores 

como a genética do hospedeiro e do parasito, bem como pela resposta imunológica decorrente 

dessa interação (Franco; Beverley; Zamboni, 2012). A disseminação da Leishmania no 

organismo pode gerar manifestações clínicas que variam desde úlceras cutâneas autolimitadas 

até lesões mucosas desfigurantes ou, em casos severos, a forma visceral, que se não tratada 

pode causar a morte do paciente (Ashford, 2000; Akuffo et al., 2018; Scorza, Carvalho, Wilson. 

2017).   

Estudos prévios da literatura mostram que Leishmania é capaz de modular a migração 

de diferentes células hospedeiras (Blewett et al., 1971; Bray et al., 1983; Hermida et al., 2014; 

de Menezes et al., 2017; Rebouças et al., 2021). Contudo, a maioria desses estudos avalia a 

migração em sistemas bidimensionais, enquanto a infiltração celular nos tecidos ocorre em um 

ambiente tridimensional (Ley et al., 2007). Modelos in vitro tridimensionais oferecem, 

portanto, maior relevância para o estudo da migração de fagócitos (Ley et al., 2007; Vérollet et 

al., 2011). Deste modo, no manuscrito I, ao investigar a migração de células hospedeiras em 

ambiente tridimensional, observamos que a infecção por diferentes espécies de Leishmania 

reduz a migração de macrófagos murinos e humanos em ambiente 3D. Por outro lado, L. 

infantum aumentou a migração de CDs humanas. As alterações na migração tanto em 

macrófagos como em CDs foram correlacionadas com mudanças na formação de complexos de 

adesão e na dinâmica do citoesqueleto de actina. Estes dados corroboram com estudos 

anteriores em ambiente bidimensional que demonstraram que a infecção por Leishmania 

compromete a adesão dos macrófagos a substratos como colágeno, laminina e fibronectina 

(Carvalhal et al., 2004; Pinheiro et al., 2006) e que L. amazonensis reduz a migração de 

macrófagos em ambiente bidimensional (Blewett et al., 1971; Bray et al., 1983; de Menezes et 

al., 2017). Em contraste, um único estudo mostrou que L. infantum aumenta a migração de 

BMMФ via PI3K-dependente (Rocha et al., 2020). Já as células dendríticas demonstram 

capacidade de migrar para linfonodos drenantes após infecção, possibilitando o transporte de 

antígenos (León et al., 2007; Lai et al., 2008). Adicionalmente, Rebouças e colaboradores 

(2021) mostraram que apenas L. infantum, mas não L. amazonensis ou L. braziliensis, induz 

essa migração de CDs em ambiente 2D.  Em conjunto, os dados apresentados no manuscrito 

I mostram que a infecção por Leishmania spp. levam à redução da migração celular em 

macrófagos, reforçando o papel crítico dessas células no controle dos parasitos no local da 

lesão. Além disso, os achados apresentados também fornecem evidência de aumento da 
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migração de células dendríticas humanas após infecção por L. infantum, sugerindo uma possível 

associação entre esse tipo celular e a visceralização da doença no hospedeiro vertebrado.  

A infecção por L. braziliensis, principal agente etiológico da LT no Brasil (Alvar et al., 

2012), induz a produção de mediadores inflamatórios que intensificam o recrutamento celular, 

contribuindo para a formação das lesões ulcerativas características da doença (Ashford, 2000; 

Akuffo et al., 2018; Scorza, Carvalho, Wilson, 2017). Apesar dessas evidências, os efeitos da 

infecção in vivo sobre a ativação, recrutamento e migração de células derivadas da medula 

óssea, particularmente macrófagos, ainda são pouco compreendidos. Considerando a 

plasticidade funcional dessas populações e a complexidade do microambiente hematopoiético 

durante a infecção, torna-se essencial aprofundar os estudos sobre a dinâmica de recrutamento 

e diferenciação de células mieloides oriundas da medula óssea.   

Embora a infecção da medula óssea seja um achado clássico na LV, evidências recentes 

indicam que, mesmo nas formas tegumentares, a medula pode ser funcionalmente afetada. 

Infecções persistentes por L. major demonstraram que o microambiente inflamatório periférico 

é suficiente para ativar células-tronco/progenitoras hematopoéticas, promovendo mielopoese, 

mesmo sem a presença direta do parasito (Boettcher et al., 2014; Ferreira et al., 2022). 

Adicionalmente, em estudo recente, foi relatada a presença de L. braziliensis na medula óssea 

de camundongos infectados (Floro e Silva et al., 2022), embora ainda faltem evidências claras 

dessa disseminação para órgãos visceralizantes em indivíduos com LT. Casos isolados, como 

o de um paciente HIV positivo com parasitos na punção esternal da medula, sugerem que a 

coinfecção e a imunossupressão podem favorecer essa disseminação (Barro-Traoré et al., 

2008). Além disso, infecções cutâneas crônicas também parecem modificar a sinalização de 

citocinas e quimiocinas no nicho hematopoiético, influenciando a produção de células 

mieloides e modulando a resposta imune sistêmica na LT (Ferreira et al., 2022). Esses dados 

reforçam a hipótese de que a medula óssea, além de ser um alvo nas formas visceralizantes, 

atua como regulador da inflamação sistêmica também na LT. Adicionalmente, o microambiente 

inflamatório periférico induzido por Leishmania parece modular a hematopoese e alterar o 

recrutamento de macrófagos e células dendríticas a partir da medula (Follador et al., 2002; 

Passos et al., 2015), sugerindo que esta possa servir como elo entre o processo inflamatório 

periférico e a manutenção da resposta imune.   

Os resultados apresentados no Manuscrito II indicam que BMMΦ de camundongos 

previamente infectados por L. braziliensis respondem de forma diferenciada à infecção in vitro, 

quando comparados aos BMMΦ de animais saudáveis. Embora nos estágios iniciais da infecção 

não tenham sido observadas diferenças significativas no percentual de infecção ou na carga 
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parasitária entre os grupos, após 10 semanas, período em que os animais já apresentavam 

redução na lesão da úlcera auricular e sinais de cicatrização (Oliveira; Barral, 2005), os BMMΦ 

dos animais infectados exibiram uma redução significativa no percentual de infecção e na carga 

parasitária. Esses achados sugerem que o microambiente hematopoiético sofre modulações ao 

longo da infecção, promovendo alterações funcionais nos progenitores mielóides que resultam 

em macrófagos mais eficientes no controle da infecção. Tal adaptação pode estar associada à 

indução de memória inata e à reprogramação funcional das células efetoras geradas durante a 

infecção (Ferreira et al., 2022). 

Os ensaios de migração em ambiente bidimensional e tridimensional deste estudo 

mostraram que macrófagos G1 + L. braziliensis e G2, após 2, 5 ou 10 semanas de infecção, 

apresentaram migração reduzida em comparação a G1, em todos os períodos analisados. Esse 

dado sugere uma modulação do microambiente da medula óssea, levando à ativação do 

macrófago G2 semelhante àquela induzida pela Leishmania (observada em G1 + L. 

braziliensis), apesar desta célula não ter sido infectada. Curiosamente, observamos ainda que 

G2 + L. braziliensis têm sua capacidade migratória alterada, aumentando a migração quando 

comparado a G2, o que reforça a hipótese de que a infecção in vivo leva a uma alteração do 

microambiente da medula e, consequentemente, da ativação das células precursoras neste 

tecido. Apesar de estudos anteriores já terem demonstrado que Leishmania é capaz de modular 

a migração de células hospedeiras (Blewett, Kadivar, Soulsby. 1971; Bray et al., 1983; 

Carvalhal et al., 2004; Pinheiro et al., 2006; De Menezes et al., 2016), a maioria deles investiga 

os efeitos da infecção por Leishmania sobre a migração de macrófagos baseia-se em modelos 

in vitro. Esses estudos, embora valiosos para elucidar mecanismos celulares e moleculares 

básicos, não reproduzem integralmente o ambiente complexo e dinâmico 

do hospedeiro infectado, bem como, os mecanismos de regulação da migração celular que 

ocorrem in vivo, onde múltiplos sinais sistêmicos, fatores do microambiente tecidual e resposta 

imunológica influenciam o comportamento celular. Nesse contexto, destaca-se a importância 

da modulação da medula óssea durante a infecção por Leishmania. Em estudo recente, foi 

demonstrado que a infecção in vivo é capaz de reprogramar funcionalmente precursores 

mieloides ainda na medula óssea (Ferreira et al., 2022). Nossos achados reforçam que a 

regulação deste tecido pode impactar na diferenciação e o fenótipo de macrófagos, 

influenciando assim na sua capacidade de responder à infecção e no recrutamento dessas células 

para o local da infecção.   

Um dos mecanismos fundamentais na regulação da migração celular é a formação de 

complexos de adesão. Estudos com fibroblastos embrionários de camundongos deficientes em 
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FAK, nos quais a paxilina é incapaz de se ligar a esta proteína, demonstraram perda de 

localização e fosforilação de FAK nos pontos de adesão focal, resultando em alterações na 

dinâmica migratória e inibição da adesão celular (Deramaudt, 2014). Nossos resultados indicam 

uma menor formação de complexos de adesão em G2 e G1 + L. braziliensis, em comparação a 

G1, mostrando novamente uma resposta similiar de G2 às celulas G1 + L. braziliensis, apesar 

dos macrófagos G2 não terem sido infectados. Essa diferença foi evidenciada por uma redução 

na expressão das formas fosforiladas de FAK e paxilina, observada de forma consistente tanto 

em ambientes bidimensionais quanto tridimensionais, ao longo de todas as semanas avaliadas. 

Esses dados sugerem que a alteração na formação de complexos de adesão é um fenômeno 

contínuo, mantido durante a progressão da infecção. Adicionalmente, esse dado reforça a 

hipótese de que a modulação do ambiente da medula óssea induzida pela infecção in vivo 

influencia no perfil de ativação do macrófago oriundo deste tecido. Além disso, observamos 

que G2 + L. braziliensis, apresentaram aumento na expressão de pFAK e pPaxilina em relação 

a G2, indicando que a infecção modula a formação desses complexos. Em estudo conduzido 

por Menezes e colaboradores (2016), foi demonstrado que a redução da migração de 

macrófagos em ambiente bidimensional após a infecção por L. amazonensis, está associada à 

diminuição da formação dos complexos de adesão e à alteração na dinâmica do citoesqueleto 

de actina. Corroborando com esses achados, observamos também uma menor expressão de 

pFAK e pPaxilina em macrófagos murinos e humanos infectados por diferentes espécies de 

Leishmania em ambiente tridimensional (Luz et al., 2023), reforçando a relevância da 

modulação desses componentes na resposta migratória celular durante a infecção. Nossos 

achados estão de acordo com a literatura que mostram que a adesão celular é fundamental para 

que as células migrem de forma eficaz (Parsons et al, 2010; Owen et al., 2007).  

Um outro mecanismo de migração importante é a organização do citoesqueleto de actina 

que desempenha um papel fundamental durante o processo de migração, sendo a família de 

Rho-GTPase essencial nessa dinâmica (Ridley; Hall, 1992). Já foi demonstrado que a inibição 

de Rho GTPases provoca deficiência na migração celular (Sander et al., 1999). Assim, para 

avaliar o efeito da dinâmica da actina ao longo da infecção em camundongos infectados por L. 

braziliensis e seu possível envolvimento na modulação da migração em ambiente bidimensional 

e tridimensional, a marcação de F-actina por faloidina e a expressão de moléculas envolvidas 

na dinâmica destes filamentos de actina como Rac1, Cdc42, RhoA e gelsolina. Nossos 

resultados indicaram um aumento da expressão de Rac1 e de Cdc42 em G2 em 2 e 5 semanas 

quando comparados a G1, em ambiente 2D e 3D. Paralelo a isso, foi observado uma redução 

da expressão de Rac1 e Cdc42 em G2 + L. braziliensis, em relação a G2, o que não foi observada 
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em G1 + L. braziliensis, em relação a G1, em ambiente 2D e 3D. Em contraste, no ponto de 10 

semanas após a infecção in vivo observamos uma redução da expressão apenas de Cdc42, em 

G2 quando comparados a G1, em ambiente 2D e 3D. Foi observado ainda no ponto de 10 

semanas um aumento de Rac1 e Cdc42 em G2 + L. braziliensis, em relação a G2, em ambiente 

2D e 3D, indicando que há uma modulação da organização do citoesqueleto de actina na borda 

anterior da célula. Estudos anteriores já demonstraram que macrófagos nocautes para Rac1, 

perdem a capacidade invasiva em ambientes de matriz densa (Wheeler et al., 2006). Estes dados 

sugerem que a infecção por L. braziliensis in vivo pode levar ao aumento da dinâmica de actina 

e protusão na borda anterior da célula nos pontos iniciais da lesão, em 2 e 5 semanas, em 

contrapartida, em momentos mais tardios da infecção in vivo, há uma redução da dinâmica na 

borda de ataque da célula. Estudos anteriores já demonstraram que macrófagos nocautes para 

Rac1, perdem a capacidade invasiva em ambientes de matriz densa (Wheeler et al., 2006). Foi 

demostrado também um aumento da dinâmica de actina em macrófagos murinos após a 

infecção in vitro por L. amazonensis (de Menezes et al, 2016). De forma similar, estudos 

relataram o aumento da expressão de Rac1 após a infecção in vitro de macrófagos murinos por 

L. braziliensis e L. infantum, ao passo que a infecção por L. amazonensis leva ao aumento da 

expressão de Cdc42. Em contraste, em macrófagos humanos observa-se uma redução da 

expressão de Rac1 e de Cdc42 após a infecção in vitro por diferentes espécies de Leishmania 

(Luz, et al. 2023). Estes dados sugerem que a infecção por diferentes espécies de Leishmania 

pode levar a uma alteração da dinâmica de actina e protusão na borda anterior da célula, 

resultando na alteração da migração celular.   

Em relação à RhoA, proteína responsável pela formação de fibras de estresse no corpo 

celular e na porção posterior da célula (Ridley e Hall, 1992), sua atividade está associada à 

redução de protrusões celulares (Nobes e Hall, 1999; Rottner, Hall e Small, 1999). A ativação 

da ROCK por RhoA pode inibir a polimerização de actina (Zebda et al., 2000). Nossos 

resultados mostram uma redução da expressão de RhoA no grupo G2 em comparação ao grupo 

G1, tanto em ambiente 2D quanto 3D, em todas as semanas avaliadas. Além disso, observamos 

um aumento na expressão de RhoA no grupo G2 + L. braziliensis, em relação ao G2, também 

em ambos os ambientes após 10 semanas de infecção in vivo, indicando uma possível 

modulação da contração do citoesqueleto de actina. Estudos prévios já demonstraram uma 

redução da expressão de RhoA em macrófagos murinos infectados in vitro por L. amazonensis 

e L. braziliensis, bem como em macrófagos humanos infectados por diferentes espécies de 

Leishmania (Luz et al., 2023), sugerindo que a infecção por Leishmania pode suprimir a 

atividade de RhoA.  
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Além da família Rho GTPase, investigamos o papel da gelsolina, uma proteína de ligação à 

actina que promove a fragmentação dos filamentos de F-actina (Khaitlina, Fitz e Hinssen, 2013; 

McGough et al., 2003; Silacci et al., 2004). Neste estudo, observamos um aumento na expressão 

de gelsolina em BMMΦ de camundongos após 2 semanas de infecção in vivo, quando 

comparados aos BMMΦ de animais saudáveis, em ambiente 2D e 3D. Além disso, após 5 

semanas de infecção in vivo, também observamos uma redução da expressão de gelsolina em 

comparação aos animais saudáveis, em ambiente bidimensional. Em ambiente tridimensional, 

houve uma redução após 10 semanas, em relação aos controles saudáveis. Esses achados estão 

de acordo com estudos anteriores que demonstraram a redução da expressão de gelsolina em 

macrófagos murinos infectados in vitro por L. amazonensis e L. braziliensis em ambiente 

tridimensional (Luz et al., 2023).  

Os podossomos são estruturas especializadas de adesão celular, caracterizadas por um 

núcleo central rico em F-actina, cercado por proteínas associadas à adesão, como talina e 

vinculina. Essas formações atuam como pontos de contato entre a célula e a matriz extracelular 

(Murphy e Courtneidge, 2011; Foxall et al., 2016; Martino et al., 2016). Neste estudo, ao 

avaliarmos a expressão de talina e vinculina em ambiente bidimensional, observamos uma 

redução na expressão de talina em BMMΦ de camundongos após 2 e 5 semanas de infecção in 

vivo, em comparação aos BMMΦ de animais saudáveis. No entanto, após 10 semanas de 

infecção, não houve diferença estatisticamente significativa entre os grupos. No ponto de 5 

semanas, observamos ainda um aumento na expressão de vinculina no grupo G2 + L. 

braziliensis em relação ao G2. Por outro lado, não foram detectadas diferenças estatísticas na 

expressão de talina entre os grupos ao longo das semanas avaliadas. Evidências da literatura 

indicam que alterações na expressão e na organização espacial das proteínas talina e vinculina 

em células infectadas por patógenos intracelulares podem influenciar diretamente a capacidade 

migratória dessas células (Brito et al., 2023; Cook, Ueno e Lodoen, 2018; Melo et al., 2018). 

Já foi relatada, por exemplo, uma redução nas áreas de adesão contendo vinculina em 

macrófagos infectados por Toxoplasma gondii, associada ao aumento da migração celular 

(Cook, Ueno e Lodoen, 2018). Em relação à Leishmania, Brito e colaboradores (2023) 

demonstraram que macrófagos infectados por L. amazonensis apresentam redução na expressão 

de talina e vinculina. Os dados apresentados neste estudo, em conjunto com a literatura, indicam 

que a infecção in vivo por Leishmania é capaz de modular a expressão de proteínas associadas 

à formação de podossomos de maneira dinâmica e dependente do tempo de infecção.  

Além da migração amebóide, a migração do tipo mesenquimal é essencial para o 

deslocamento celular através dos tecidos, permitindo, a transposição de barreiras estruturais 
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como a membrana basal (Van Goethem et al, 2010). Nesse tipo de migração os macrófagos 

adotam predominantemente um padrão de migração que depende da secreção de proteases e da 

subsequente degradação da matriz extracelular (Wiesner, 2014). Esse processo de degradação 

é mediado principalmente por MMPs (Verollet et al., 2011).  A literatura evidencia que a 

infecção por Leishmania induz a expressão de MMPs em macrófagos do hospedeiro, facilitando 

a degradação da matriz extracelular (Liarte et al., 2001; Carvalhal et al., 2004). A participação 

dessas enzimas já foi correlacionada com a progressão da LV tanto em humanos quanto em 

cães (Machado et al., 2010). A elevação da atividade dessas enzimas também tem sido apontada 

como indicativa do desenvolvimento da forma mucocutânea da doença (Murase et al., 2018; 

Maretti-Mira et al., 2011). Ao quantificar as MMPs nos sobrenadantes do cultivo dos 

macrófagos, nossos resultados indicaram um que no ponto de 2 semanas houve um aumento da 

MMP2, MMP8 MMP9 MMP12 em G2 em relação a G1. Foi observado também uma redução 

das MMP2, MMP9 e MMP12 em BMMΦ em G2 + L. braziliensis, em relação a G2. Em 

contrapartida, no ponto de 5 semanas, destaca-se a redução da MMP8, MMP9 e MMP12 nos 

em G2 e em G2 + L. braziliensis, em relação a G1. Adicionalmente, observamos um aumento 

das MMP9 e MMP12 em G2 + L. braziliensis em ralação a G2. No ponto de 10 semanas não 

foi observado diferença significativa entres os grupos para as MMPs avaliadas. Estudos já 

relataram níveis baixos de MMP2 após a infecção por Leishmania (Machado et al., 2010; 

Maretti-Mira et al., 2011), o aumento de MMP2 está também associado com o processo de re-

epitelização das lesões e sucesso terapêutico (Maretti-Mira et al., 2011). Com relação a MMP8, 

estudos já demostraram um aumento na secreção dessa metaloproteinase, por células infectadas 

com ∆lpg1 L. infantum em comparação com aquelas infectadas com parasitas WT. Além disso, 

a degradação da matriz de colágeno I foi significativamente aumentada em células infectadas 

com parasitas ∆lpg1, mas não em controles infectados com WT (Quintela-Carvalho, et al. 

2022). Níveis elevados de MMP9 têm sido observados em contextos de infecção por 

Leishmania, estando associados à degradação extracelular da matriz e à modulação da 

permeabilidade microvascular, eventos importantes na resposta inflamatória (Campos et al., 

2014; Maretti-Mira et al., 2011). Macrófagos de indivíduos com menor atividade de MMP9 

demonstrou serem mais eficazes no controle da infecção por L. braziliensis no sítio inicial da 

infecção, o que pode contribuir para o desenvolvimento da forma LCL (Maretti-Mira et al., 

2011). Pacientes na fase pré-ulcerativa da doença produzem níveis de MMP9 menores do que 

os que estão em fase ulcerativa, sugerindo que a progressão da doença pode estar associada 

com o aumento dos níveis de MMP9 (Campos et al., 2014). Contudo, estudos na literatura não 
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observaram o balanço das MMPs, na progressão da leishmaniose em conjunto com a migração 

de macrófagos após a infecção in vivo.  

Pesquisas em grande escala têm contribuído para a identificação de novos genes e redes 

de interação genética, além de aprofundar a compreensão sobre como células e organismos 

respondem a diferentes estímulos. Contudo, é fundamental utilizar métodos que possibilitem a 

análise das proteínas em sua forma nativa, refletindo os níveis reais das proteínas 

funcionalmente expressas pelas células (Gygi et al., 1999). Nesse contexto, as análises 

proteômicas têm se mostrado ferramentas essenciais para identificar, em larga escala, a 

composição proteica das células em resposta a estímulos externos e internos (Graves; Haystead, 

2002). Deste modo, no manuscrito II utilizamos análise proteômica com o objetivo de investigar 

as alterações induzidas em BMMF após a infecção in vivo de camundongos.  

No ponto de 2 semanas após a infecção por L. braziliensis, foram identificadas 26 

proteínas diferentemente reguladas. A proteína mitocondrial Hidroxiacil Glutationa Hidrolase 

(HAGH), com expressão aumentada em G2 e diminuída em G1, integra o sistema glioxalase, 

principal via de detoxificação do metilglioxal, subproduto tóxico da glicólise, convertendo-o 

em d-lactato através da glutationa (Cordell et al., 2004). Nos tripanossomatídeos, o acúmulo de 

metilglioxal, seja por aumento de sua produção ou inibição de sua degradação, pode ser letal 

aos parasitas, o que torna o sistema glioxalase um potencial alvo terapêutico (Souza et al., 

2005). Outra enzima com expressão aumentada em G2 e reduzida em G1 + L. braziliensis foi 

a Fosfatidato citidina transferase 2 (CDS2). Essa proteína catalisa a redução de moléculas N-

oxigenadas, atuando como contrapartida do citocromo P450 e das monoxigenases contendo 

flavina em ciclos metabólicos (Ott et al., 2014; Kotthaus et al., 2011). Já a proteína CUGBP 

Membro da família Elav-like 2 (CELF2), que também apresentou expressão aumentada em G2 

e reduzida em G1+ L. braziliensis, está envolvida em adesão de células T e apoptose mediados 

por p53 (Saller et al., 1999; Mayne et al., 2004). Além dessas, a Di-N-acetilquitobiase (Ctbs) 

também apresentou expressão aumentada em G2 e expressão reduzida em G1 + L. braziliensis. 

Esta proteína participa da degradação de glicoproteínas ligadas à asparagina (Fisher; Aronson, 

1992).   

A maior parte das proteínas diferentemente expressas apresentou expressão aumentada 

em G2 + L. braziliensis. A enzima mitocondrial Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase 

(HADH), apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e diminuída em G1 + L. 

braziliensis, e está associada à beta-oxidação de ácidos graxos (Barycki et al., 1999; Clayton et 

al., 2001). Dados na literatura já associaram sua expressão reduzida ao aumento da expressão 

de p-Akt e à expressão reduzida de PTEN, que promove a migração e invasão de células de 
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câncer gástrico (Shen, 2017). Com relação à infecção por Leishmania, um único estudo 

utilizando dados transcriptômicos de BMMФ infectados por L. major observou a coexpressão 

dos genes Acod1, Ldlr, Hadh e Src, associando-os ao metabolismo lipídico e à polarização de 

macrófagos em direção ao fenótipo M2, criando assim um ambiente favorável à sobrevivência 

de Leishmania (Kihel et al., 2025). O componente redutor de amidoxima mitocondrial 2 

(MTARC2) também apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e expressão 

diminuída em G1 + L. braziliensis. Essa proteína catalisa a redução de moléculas N-oxigenadas, 

atuando como contrapartida do citocromo P450 e das monoxigenases contendo flavina em 

ciclos metabólicos (Ott et al., 2014; Kotthaus et al., 2011). Outra proteína que apresentou 

expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e expressão reduzida em G1 + L. braziliensis foi a 

subunidade B do fator de iniciação da tradução eucariótica 3 (EIF3B). Esta proteína é um 

componente de ligação ao RNA do complexo do fator de iniciação da tradução eucariótica 3 

(eIF-3), necessário para várias etapas do início da síntese proteica. A depleção de eIF3b reduziu 

o crescimento de células cancerígenas in vitro, inibiu a migração e interrompeu o citoesqueleto 

de actina e as adesões focais (Wang, 2013). Adicionalmente, a supressão de EIF3B inibiu a 

invasão e a metástase de células do carcinoma por meio da estimulação da via de sinalização 

TGFBI/MAPK/ERK (Wang et al., 2024). Além das proteínas mencionadas acima, a proteína 1 

contendo domínio isocorismatase (ISOC1) também apresentou expressão aumentada em G2 + 

L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis e G2. Essa proteína, pertencente à família das 

hidrolases, pode catalisar a transformação do isocorismato em 2,3-di-hidroxi-2,3-di-

hidrobenzoato e piruvato (Young; Gibson, 1969). Estudos recentes revelaram que a expressão 

de ISOC1 foi aumentada em tecidos de câncer de pulmão e que esse aumento está associado ao 

aumento da proliferação, migração e invasão, causando um pior prognóstico dos pacientes (Shi 

et al., 2021). In vitro, a inibição da expressão de ISOC1 inibiu a proliferação e a migração e 

induziu a apoptose de células de câncer de cólon através da via AKT/GSK-3β (Gao et al., 2020). 

Outro estudo mostrou que a inibição do ISOC1 pode prejudicar a tumorigênese e a progressão 

do câncer gastrointestinal por meio da ativação da via da proteína quinase B (Akt)/glicogênio 

sintase quinase-3 beta (GSK-3β) (Cheng et al., 2019). Outra proteína descrita por participar do 

processo de migração celular foi a proteína 4 do canal intracelular de cloreto (CLIC4), que 

apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1. Em seu estado 

solúvel, essa proteína catalisa reações de troca de dissulfeto de tiol semelhantes à glutaredoxina 

com glutationa reduzida como doador de elétrons (Al Khamici et al., 2015). Esta também pode 

se inserir em membranas e formar canais condutores de íons dependentes de voltagem (Littler 

et al., 2005). A superexpressão do CLIC4 pode reativar os efeitos supressores de tumores 
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induzidos pela inibição do TDRG1, que é capaz de promover a proliferação, migração e invasão 

celular no câncer de mama (Lv; Dong; Gao, 2021). Na membrana plasmática, o CLIC4 

neutraliza a formação de filopódios e, após a ativação de Rho, o CLIC4 transloca-se 

reversivelmente do citosol para a membrana plasmática para regular a adesão e a migração 

celular (Argenzio; Innocenti, 2020). Adicionalmente, a Endofilina-B1 (SH3GLB1) também 

apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1. Esta proteína 

é necessária para a dinâmica normal da membrana mitocondrial externa e no transporte 

mediado por coatômero (Yang et al., 2006). Além disso, há indícios de que está envolvida na 

ativação do apoptose dependente de caspase, promovendo a ativação de BAX/BAK1 

(Takahashi et al., 2005). A isoforma 1 ativa a lipídio quinase de PIK3C3 durante a autofagia e 

regula o tráfego de ATG9A do complexo de Golgi para o citoplasma periférico para a formação 

de autofagossomos, induzindo a fragmentação da membrana de Golgi (Wang et al., 2014). Já a 

proteína 2-hidroxiacil-CoA liase 2 (ILVBL), apresentou expressão aumentada em G2 e G2 + 

L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis e está envolvida na clivagem dependente de 

TPP durante a alfa-oxidação de ácidos graxos no retículo endoplasmático (Kitamura et al., 

2017).  

Apenas uma proteína apresentou expressão amentada em G1 e uma em G1 + L. 

braziliensis. A Proteína 2 que interage com FMR1 citoplasmática (CYFIP2) teve sua expressão 

aumentada em G1 e reduzida em G1 + L. braziliensis e participa da remodelação de actina e a 

metástase em câncer de mama através do eixo ELK3-CYFIP2 (Choi et al., 2025). Já a proteína 

do grande transportador de aminoácidos neutros subunidade pequena 4 (SLC43A2) apresentou 

expressão aumentada em G1 + L. braziliensis e expressão reduzida em G2. Essa proteína é 

responsável por mediar o transporte dos aminoácidos estereoespecíficos L-fenilalanina, L-

metionina e L-ramificados entre o espaço extracelular e o citoplasma, e controlar a reabsorção 

transepitelial de aminoácidos neutros (Bodoy et al., 2005).   

O perfil proteômico identificado na segunda semana de infecção por L. braziliensis 

revela um momento crítico na patogênese da LT, caracterizado pelo início da formação da lesão 

cutânea e pela ativação das primeiras respostas imunes adaptativas no modelo murino (Oliveira; 

Barral, 2005). Nesse estágio, observam-se alterações marcantes em vias relacionadas à 

migração celular, adesão, remodelação do citoesqueleto e metabolismo energético, sugerindo 

um cenário de recrutamento ativo de células imunes para o sítio da infecção (Scott; Novais, 

2016). Ao todo, doze proteínas foram associadas a processos de migração celular, incluindo 

ARHGAP1, envolvida na regulação das Rho GTPases (RhoA, Rac1 e Cdc42), fundamentais 

para a dinâmica do citoesqueleto (Ridley e Hall, 1992; Sander et al., 1999); CYFIP2, que atua 



127 

 

na adesão de células T e remodelação de actina (Saller et al., 1999; Mayne et al., 2004); EIF3B, 

relacionada à estrutura do citoesqueleto e adesões focais, com ação funcional dupla sobre o 

citoesqueleto e a adesão (Wang, 2013); ISOC1, envolvida em migração e invasão via 

AKT/GSK-3β (Gao et al., 2020); CLIC4, que regula a adesão e a migração celular por meio de 

sua translocação para a membrana após ativação de Rho (Argenzio e Innocenti, 2020); HADH, 

cuja expressão reduzida está associada à ativação da via AKT e aumento da migração em células 

tumorais (Shen, 2017); STIM1, amplamente estudada por seu papel na migração celular, 

modulando a polimerização de actina, formação de protrusões, ativação de PI3K, Rac1, 

cofilina, miosina, FAK, paxilina e vinculina (Pollard e Borisy, 2003; Evans e Falke, 2007; Price 

et al., 2003; Larsson, 2006; Lin, 2021), estando também associada à metástase em carcinomas 

hepatocelulares (Zhao et al., 2020) e à migração de células dendríticas (Nunes-Hasler et al., 

2017); U2AF2, cuja estabilização promove tumorigênese via sinalização AKT/mTOR (Li et 

al., 2019) e que regula a troca de isoformas de CD44 necessária à migração e metástase via 

ativação de Src/Fak/RhoA (Zhang, 2016); FES, tirosina-proteína quinase que regula a migração 

celular via glicosilação do α-distroglicano (Yoneyama et al., 2012), promove migração por 

meio da via JNK (Li et al., 2019) e atua no recrutamento de leucócitos durante a inflamação 

(Parsons et al., 2007); ABRACL, proteína da família Costars que modula a migração celular 

alterando a dinâmica da actina (Hsiao et al., 2021); CELF2, envolvida na modulação de 

múltiplas vias de sinalização celular como MAPK, PI3K/AKT, ERAD, autofagia e Wnt/β-

catenina (Li et al., 2023), associada a proliferação, migração e invasão em diversos tipos de 

câncer (Liao, Chen e Wang, 2019; Shi et al., 2021; Wang et al., 2020); e PRDX1, associada à 

migração e invasão celular em vários tipos de câncer (Fang et al., 2015; Niu et al., 2016; Cai et 

al., 2017). Dentre essas proteínas, algumas já foram previamente associadas à infecção por 

Leishmania, reforçando sua relevância no contexto da patogênese. A ARHGAP1, ativadora de 

GTPase da família Rho, foi descrita como modulada em macrófagos e células dendríticas 

infectadas por diferentes espécies de Leishmania, sugerindo seu papel na reorganização do 

citoesqueleto induzida pelo parasita (Rebouças, 2021; Luz et al., 2023). A HADH, enzima 

mitocondrial envolvida na beta-oxidação de ácidos graxos, foi identificada em análises 

transcriptômicas de macrófagos infectados por L. major, sendo coexpressa com outros genes 

relacionados ao metabolismo lipídico e à polarização para o fenótipo M2, o que favorece a 

sobrevivência do parasita (Kihel et al., 2025). Além delas, a proteína mitocondrial HAGH 

(Hidroxiacil Glutationa Hidrolase), integrante do sistema glioxalase, desempenha um papel 

essencial na detoxificação do metilglioxal, cujo acúmulo pode ser letal aos tripanossomatídeos, 

sendo considerada um potencial alvo terapêutico (Souza et al., 2005). A PRDX1 
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(Peroxirredoxina-1), por sua vez, integra a maquinaria antioxidante de Leishmania e contribui 

para a resistência do parasita frente à ação microbicida do hospedeiro, sendo investigada como 

alvo terapêutico em diferentes estudos (Barr; Gedamu, 2003; Jaeger; Flohé, 2006; Iyer et al., 

2008; Castro, Duarte; Tomás, 2018; Acestor et al., 2006). A enzima APRT (Adenina 

Fosforribosiltransferase), essencial na recuperação de adenina e síntese de poliaminas, é 

indispensável para o metabolismo de protozoários como L. donovani, reforçando a importância 

das vias de purina na manutenção da viabilidade do parasita (Phillips et al., 1999; Bashor et al., 

2002). Assim, a segunda semana de infecção representa um ponto-chave de transição, no qual 

o perfil proteico dos macrófagos reflete um equilíbrio dinâmico entre as respostas do hospedeiro 

para conter a infecção e alterações celulares associadas à presença do parasita, em um cenário 

marcado pelo surgimento das primeiras lesões cutâneas, inflamação local e ativação dos 

processos imunológicos iniciais.  

Nosso estudo foi capaz de identificar, no ponto de 5 semanas após a infecção de 

camundongos por Leishmania braziliensis, um total de 11 proteínas diferencialmente expressas. 

Duas proteínas descritas por participar o processo de migração celular apresentam expressão 

aumentada em G1, G2 e G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis. A subunidade 

4 do complexo THO (ALYREF) atua como adaptador de exportação de mRNA, integrando o 

complexo TREX, que participa da transcrição, processamento e exportação nuclear de mRNAs 

(Guo et al., 2005; Masuda et al., 2005). Estudos mostram que ALYREF, por meio da interação 

com mRNAs como o de Cdc42, pode promover proliferação, migração e invasão celular via 

sinalização PI3K-AKT (Zhao et al., 2004).  Já a proteína associada à membrana de vesícula 

(VAPA) ancorada no retículo endoplasmático (RE) que medeia a formação de locais de contato 

entre o RE e os endossomos por meio da interação com proteínas contendo o motivo FFAT, 

como STARD3 ou WDR44 (Di Mattia et al., 2020). Além disso, é recrutada para a membrana 

plasmática por meio da ligação de OSBPL3 (Weber-Boyvat et al., 2015). O complexo 

OSBPL3-VAPA estimula a sinalização RRAS, que por sua vez atenua a ativação da integrina 

beta-1 (ITGB1) na superfície celular (Weber-Boyvat et al., 2015). Células epiteliais de 

adenocarcinoma depletadas para VAPA exibem vários defeitos de motilidade coletiva e 

individual, citoesqueleto de actina desorganizado e atividade protrusiva alterada. 

Adicionalmente, durante a migração, o VAPA regula a dinâmica das adesões focais (Siegfried 

et al., 2024). Com relação a Leishmania, estudo mostra que após a infecção de BMMФ com L. 

amazonensis, VAPA se associa gradualmente a vacúolos parasitóforos e que a inibição da 

VAPA impediu a replicação do parasito (Gdovinova; Descoteaux, 2025). 
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Das onze proteínas identificadas no ponto de 5 semanas, quatro proteínas apresentaram 

expressão aumentada em G2 + L. braziliensis. A subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-

fosfato (DPM1) apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + 

L. braziliensis. Essa enzima participa da síntese de dolicol fosfato manose, essencial para 

glicosilação de proteínas (Maeda et al., 2000). Outra proteína que apresentou expressão 

aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis foi a 6-fosfogluconato 

desidrogenase descarboxilante (PGD). Esta proteína é responsável por catalisa a 

descarboxilação oxidativa de 6-fosfogluconato em ribulose 5-fosfato, com redução de NADP 

em NADPH (Wexler et al., 1998). A inibição da atividade da PGD atenuou a proliferação, 

migração e invasão de células de adenocarcinoma de pulmão, através da inibição de p-AMPK 

(Wu et al., 2024). Além disso, a inibição da 6PGD inibiu significativamente a fosforilação da 

c-Met, o que se correlacionou com a inibição da migração celular in vitro em células de 

câncer de pulmão (Chan; VanderLaan; Sukhatme, 2013). Adicionalmente, a inibição da 6PGD 

ativa AMPK e reduz a atividade de RhoA e Rac1, influenciando a migração de células de câncer 

cervical (Guo et al., 2019).  Além dessas proteínas, a proteína 1 do canal intracelular de cloreto 

(CLIC1) também apresentou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 

+ L. braziliensis. No estado solúvel, essa proteína catalisa reações de troca de dissulfeto de tiol. 

Pode se inserir em membranas e formar canais condutores multi-íons dependentes de voltagem 

(Al Khamici et al., 2015; et al., 2023). A inibição de CLIC1 diminuiu a geração de ROS, a 

migração celular, a invasão e a fosforilação de ERK induzidas por hipóxia-reoxigenação em 

células LOVO. Além disso, a expressão de MMP2 e MMP9 pôde ser regulada pela via 

ROS/ERK mediada por CLIC1 (Wang et al.,2014). Já a proteína de ligação à 

fosfatidiletanolamina 1 (PEBP1) mostrou expressão aumentada em G2 + L. braziliensis e 

reduzida em G2. Essa proteína liga-se a ATP e inibe a atividade quinase do RAF1, inibindo sua 

ativação e dissociando o complexo RAF1/MEK (Rath et al., 2008). Estudos na literatura já 

demostraram a relação dessa proteína com o processo de proliferação e invasão em diferentes 

tipos de câncer via eixo PI3K/Akt/mTOR (Jian W, et al., 2019; Yu et al., 2015). A supressão 

da degradação de PEBP1 é capaz de ativação da sinalização RAF1/MEK/ERK induzida por 

RIPK4 e a migração ou invasão de células cancerígenas do pâncreas (Qi et al., 2018). 

Adicionalmente, a diminuição da expressão de PEBP1 consegue aumenter a expressão de 

MMP2 (Huang et al., 2018).  

Das proteínas diferentemente expressas em cinco semanas, apenas uma proteína 

apresentou expressão aumentada apenas em G1. A prenilcisteína oxidase 1 (PCYOX1) cliva a 

ligação tioéter de prenil-L-cisteínas, como farnesilcisteína e geranilgeranilcisteína (Tschantz et 
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al., 2001).  Adicionalmente, três proteínas apresentaram expressão aumentada apenas em G1 + 

L. braziliensis. A proteína de choque térmico mitocondrial 70 (HSPA9) apresentou expressão 

aumentada em G1 + L. braziliensis e reduzida nos demais grupos. Essa chaperona mitocondrial 

atua no dobramento, montagem e importação de proteínas (Zhai et al., 2008; Srivastava et al., 

2017). Já a peroxirredoxina-2 (PRDX2) teve expressão aumentada em G1 + L. braziliensis e 

reduzida nos grupos G1 e G2. Esta proteína atua na neutralização de peróxidos, desempenhando 

papel na proteção contra estresse oxidativo e na regulação de vias de sinalização redox (Kang 

et al., 1998). Além disso, está associada a migração e invasão em diferentes tipos de câncer 

(Guo et al., 2023; Wu et al., 2023; Chen et al., 2020; Jing et al., 2020; Zhou et a., 2025). Foi 

mostrado ainda que inibição de PRDX2 consegue inibir a atividade de MMP9, resultando na 

menor capacidade invasiva em sarcoma de Ewing (Xue; Fan; An, 2024). Além dessas proteínas, 

a proteína unc-93 homólogo B1 (Unc93b1) apresentou expressão aumentada em G1 + L. 

braziliensis e reduzida em G2 + L. braziliensis. Ela regula a sinalização de receptores Toll-like 

(TLRs), essenciais para a imunidade inata. Em camundongos, a mutação de UNC93B1 leva à 

maior susceptibilidade à L. major (Schamber et al., 2013), indicando um possível papel na 

resposta contra Leishmania.   

Em síntese, das onze proteínas identificadas como diferentemente expressas no ponto 

de cinco semanas após a infecção, seis apresentaram evidências de envolvimento com a 

migração celular: ALYREF, PEBP1, PRDX2, PGD, VAPA e CLIC1. Essas proteínas atuam 

em diferentes vias moleculares relacionadas à motilidade, como PI3K-AKT (ALYREF), 

RAF/MEK/ERK e MMPs (PEBP1), modulação redox e MMP9 (PRDX2), AMPK, RhoA/Rac1 

(PGD), regulação de adesão e protrusões celulares (VAPA), e via ROS/ERK-MMP2/MMP9 

(CLIC1). A atuação convergente dessas proteínas em vias de remodelamento do citoesqueleto, 

degradação da matriz extracelular e sinalização de migração sugere um papel importante na 

modulação tecidual em resposta à infecção. Considerando que a análise foi realizada 5 semanas 

após a infecção, período crítico em que se observa a formação de lesões cutâneas ulceradas 

abertas no modelo murino de leishmaniose tegumentar (Oliveira; Barral, 2005), a expressão 

diferencial dessas proteínas pode estar relacionada à intensa ativação de vias inflamatórias, 

estresse oxidativo, remodelamento tecidual e migração celular. Um destaque importante é o 

papel das MMPs, especialmente MMP2 e MMP9, cuja expressão e ativação são reguladas por 

proteínas como PEBP1, PRDX2 e CLIC1. As MMPs são enzimas que degradam componentes 

da matriz extracelular e facilitam a migração celular (Van Goethem et al., 2010), porém 

sua ativação exacerbada contribui significativamente para a desorganização do arcabouço 

dérmico e destruição do tecido, favorecendo a formação das úlceras abertas características da 
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doença (Liarte et al., 2001; Carvalhal et al., 2004). Assim, os perfis moleculares observados 

refletem tanto a resposta do hospedeiro ao dano cutâneo quanto possíveis mecanismos 

explorados pelo parasita para promover um microambiente permissivo à sua permanência e 

disseminação no tecido infectado.   

Na décima semana após a infecção de camundongos por L. braziliensis, foram 

identificadas seis proteínas diferentemente expressas entre os grupos experimentais. Destas 

proteínas, quatro apresentaram expressão aumentada em G1. As proteínas ribossômicas RPS2 

e RPS3A apresentaram expressão aumentada no grupo G1, enquanto mostraram expressão 

reduzida no grupo G2 + L. braziliensis. Ambas fazem parte da subunidade menor do ribossomo 

(SSU), responsável pela leitura do RNA mensageiro e pela seleção dos tRNAs durante a 

tradução (Anger et al., 2013). A RPS3A, em particular, está envolvida na regulação da função 

mitocondrial e no controle dos níveis de ROS, os quais atuam na sinalização da via MAPK, 

promovendo a migração celular, especialmente em células tumorais (Li et al., 2023). A 

subunidade alfa-1 da ATPase transportadora de sódio/potássio (ATP1A1), que também 

apresentou expressão aumentada no grupo G1 e reduzida no grupo G2 + L. braziliensis, catalisa 

a hidrólise do ATP para bombear íons Na⁺ e K⁺ através da membrana plasmática, mantendo o 

potencial eletroquímico necessário para o transporte ativo de nutrientes (Lassuthova et al., 

2018; Schlingmann et al., 2018). Estudos mostraram que a degradação da ATP1A1 pode inibir 

a via de sinalização AKT/mTOR, reduzindo a migração e a proliferação celular em modelos 

tumorais (Hu et al., 2024; Zhuang et al., 2015). Já a Testina, apresentou expressão aumentada 

no grupo G1, com expressão reduzida nos grupos G1 + L. braziliensis, G2 e G2 + L. braziliensis. 

Esta proteína atua na adesão e disseminação celular, reorganização do citoesqueleto de actina e 

regulação da proliferação celular. Além disso, pode funcionar como supressora tumoral, 

inibindo o crescimento celular (Tobias et al., 2001; Coutts et al., 2003; Garvalov et al., 2003).    

A subunidade sigma-1 do complexo AP-3 (AP3S1) apresentou expressão aumentada no 

grupo G2 e expressão reduzida no grupo G2 + L. braziliensis. Esta proteína é parte do complexo 

adaptador AP-3, envolvido na brotação de vesículas a partir do complexo de Golgi e no 

transporte para os lisossomos (Simpson et al., 1996). Por fim, a proteína da autofagia 5 (ATG5), 

que apresentou expressão aumentada nos grupos G2 e G2 + L. braziliensis e reduzida no grupo 

G1, é essencial para a formação de autofagossomos. Esta proteína participa do complexo 

ATG12–ATG5, que atua como uma enzima semelhante à E3 na lipidação de proteínas da 

família ATG8 e sua ancoragem nas membranas vesiculares (Eguchi et al., 2024). Também está 

envolvida na apoptose e em alterações do citoesqueleto (Pyo et al., 2005). Estudos 

demonstraram que Atg5 participa da migração e proliferação celular em células tumorais, 
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especialmente sob hipóxia ou ativação do receptor muscarínico, por meio da via AMPK/mTOR 

(Li et al., 2022; Wang et al., 2022). Além disso, no contexto da infecção por Leishmania, a 

ausência de Atg5 em L. major leva à disfunção mitocondrial e desequilíbrio lipídico, 

comprometendo a geração de energia (Williams et al., 2012), o que demonstra uma associação 

direta com a biologia do parasita.   

Em síntese, das seis proteínas identificadas como diferentemente expressa no ponto de 

10 semanas após a infecção, quatro apresentaram funções descritas na literatura relacionadas à 

migração celular: RPS3A (via ativação da via MAPK mediada por ROS), Testina (via 

reorganização do citoesqueleto de actina), Atp1a1 (via sinalização AKT/mTOR) e Atg5 (via 

autofagia e regulação AMPK/mTOR). Dentre todas, apenas Atg5 demonstrou uma relação 

direta com a imunopatogênese da leishmaniose, atuando na manutenção da funcionalidade 

mitocondrial do parasita (Williams et al., 2012). Esses achados indicam que a migração celular 

pode ser um mecanismo modulado em resposta à infecção in vivo por L. braziliensis e sugerem 

que Atg5 representa um possível alvo para investigação funcional em contextos infecciosos. 

Considerando que a coleta foi realizada na décima semana pós-infecção, período associado à 

fase de resolução inflamatória e início do processo de cicatrização na leishmaniose tegumentar 

no modelo murino (Oliveira; Barral, 2005), a presença e regulação diferencial dessas proteínas 

pode refletir mecanismos celulares envolvidos tanto na contenção do parasita quanto na 

restauração tecidual. Assim, proteínas associadas à migração celular, como Testina e Atg5, 

podem estar contribuindo para processos de reparo tecidual, reorganização celular e 

reepitelização, eventos fundamentais para a cicatrização das lesões cutâneas induzidas por 

Leishmania.   

Embora a infecção da medula óssea seja classicamente associada à LV, evidências 

recentes indicam que, nas formas tegumentares, a medula também sofre modulação funcional 

importante. Em conjunto, os dados do manuscrito II corroboram essa hipótese ao demonstrar 

que BMMΦ de camundongos previamente infectados in vivo por L. braziliensis apresentam 

respostas funcionais distintas frente à infecção in vitro, com redução significativa da carga 

parasitária em estágios tardios da infecção, sugerindo reprogramação funcional dos precursores 

mieloides no microambiente hematopoiético. Observamos ainda uma diminuição da migração 

dos BMMΦ provenientes de animais infectados e uma modulação consistente na formação dos 

complexos de adesão, evidenciada pela redução das formas fosforiladas de FAK e paxilina, 

acompanhada por alterações na dinâmica do citoesqueleto de actina, com variações temporais 

na expressão das Rho-GTPases Rac1, Cdc42 e RhoA. Tais modificações sugerem uma 

adaptação do perfil migratório e funcional dessas células ao longo da infecção. Além disso, foi 
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detectada uma regulação dinâmica da expressão de proteínas associadas à formação de 

podossomos, como talina e vinculina, e da produção de MMPs, que influenciam a capacidade 

invasiva e remodelação tecidual, processos críticos para a migração do tipo mesenquimal. 

Adicionalmente, o perfil protéico distinto observado em BMMФ após a infecção de 

camundongos por L. braziliensis, reforça a hipótese de que a infecção in vivo leva à alteração 

do ambiente da medula. Estes achados, em conjunto, indicam que a infecção in vivo por L. 

braziliensis promove uma reprogramação do microambiente da medula óssea que impacta na 

ativação e mobilização dos macrófagos, modulando sua migração e capacidade efetora, o que 

reforça o papel da medula óssea como elo regulador entre a resposta imune sistêmica e o 

controle local da infecção na leishmaniose tegumentar.  
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9 CONCLUSÃO DO MANUSCRITO 2 

 

A infecção por Leishmania spp. leva à diminuição da migração celular tanto em 

macrófagos murinos quanto humanos, indicando o papel crítico dessas células no controle dos 

parasitas no local da lesão. Os achados também fornecem evidências de aumento na migração 

de células dendríticas humanas após infecção por L. infantum, mas não de L. amazonensis ou 

L. braziliensis, sugerindo uma possível associação entre esse tipo celular e a visceralização da 

doença.   

A infecção por L. braziliensis in vivo induz uma reconfiguração do microambiente da 

medula óssea, influenciando diretamente na ativação, capacidade de responder à infecção e 

mobilização dos macrófagos. O resumo desses achados está esquematizado nas figuras abaixo: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



135 

 

Figura 29 - Diagrama esquemático dos resultados. (A) Comparação dos resultados dos BMMФ de animais 

infectados in vivo por L. braziliensis (G2) ao longo dos tempos de 2, 5 e 10 semanas em comparação com BMMФ 

de animais saudáveis (G1). (B) Comparação dos resultados dos BMMФ de animais infectados in vivo por L. 

braziliensis ao longo dos tempos de 2, 5 e 10 semanas, quando infectados in vitro (G2 + L. braziliensis) em 

comparação com BMMФ de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2). 

 

Fonte: Autora 
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ANEXOS 

 

Manuscrito I: Cell migration and cell adhesion assays to investigate Leishmania-host cell 

interactions (Publicado, 2021). 

Manuscrito II: 17-AAG-Induced Activation of the Autophagic Pathway in Leishmania Is 

Associated with Parasite Death (Publicado, 2021). 

Manuscrito III: Leishmania infantum defective in lipophosphoglycan biosynthesis interferes 

with activation of human neutrophils (Publicado, 2022). 
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Anexo A - Manuscrito I 

 

Cell migration and cell adhesion assays to investigate Leishmania-host cell interaction 

 

Abstract: Leishmania is an intracellular protozoan parasite that causes a broad spectrumof 

clinical manifestations, ranging from self-resolving localized cutaneous lesions to a highly fatal 

visceral form of the disease. An estimated 12 million people worldwide are currently infected, 

and another 350 million face risk of infection. It isknown that host cells infected by Leishmania 

parasites, such as macrophages or dendritic cells, can migrate to different host tissues, yet how 

migration contributes to parasite dissemination and homing remains poorly understood. 

Therefore, assessing these parasites' ability to modulate host cell response, adhesion, and 

migration will shed light on mechanisms involved in disease dissemination and visceralization. 

Cellular migration is a complex process in which cells undergo polarization and protrusion, 

allowing them to migrate. This process, regulated by actin and tubulin-based microtubule 

dynamics, involves different factors, including the modulation of cellular adhesion to the 

substrate. Cellular adhesion and migration processes have been investigated using several 

models. Here, we describe a method to characterize the migratory aspects of host cells during 

Leishmania infection. This detailed protocol presents the differentiation and infection of 

dendritic cells, the analysis of host cell motility and migration, and the formation of adhesion 

complexes and actin dynamics. This in vitro protocol aims to further elucidate mechanisms 

involved in Leishmania dissemination within vertebrate host tissues and can also be modified 

and applied to other cell migration studies. 

 

Keywords: Leishmania, migration, host cell 

 

Trabalho publicado na revista Jove, 2021. 
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Anexo B - Manuscrito II 

 

17-AAG-Induced activation of the autophagic pathway in Leishmania Is associated with 

parasite death 

 

Abstract: The heat shock protein 90 (Hsp90) is thought to be an excellent drug target against 

parasitic diseases. The leishmanicidal effect of an Hsp90 inhibitor, 17-N-allylamino-17-

demethoxygeldanamycin (17-AAG), was previously demonstrated in both in vitro and in vivo 

models of cutaneous leishmaniasis. Parasite death was shown to occur in association with 

severe ultrastructural alterations in Leishmania, suggestive of autophagic activation. We 

hypothesized that 17-AAG treatment results in the abnormal activation of the autophagic 

pathway, leading to parasite death. To elucidate this process, experiments were performed using 

transgenic parasites with GFP-ATG8-labelled autophagosomes. Mutant parasites treated with 

17-AAG exhibited autophagosomes that did not entrap cargo, such as glycosomes, or fuse with 

lysosomes. ATG5-knockout (Δatg5) parasites, which are incapable of forming 

autophagosomes, demonstrated lower sensitivity to 17-AAG-induced cell death when 

compared to wild-type (WT) Leishmania, further supporting the role of autophagy in 17-AAG-

induced cell death. In addition, Hsp90 inhibition resulted in greater accumulation of 

ubiquitylated proteins in both WT- and Δatg5-treated parasites compared to controls, in the 

absence of proteasome overload. In conjunction with previously described ultrastructural 

alterations, herein we present evidence that treatment with 17-AAG causes abnormal activation 

of the autophagic pathway, resulting in the formation of immature autophagosomes and, 

consequently, incidental parasite death.  

Keywords: Hsp90, leishmaniasis, chemotherapy, Hsp90 inhibitors, autophagy, ubiquitin 

 

Trabalho publicado na revista Microorganisms, 2021. 
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Anexo C - Manuscrito III 

 

 Leishmania infantum defective in lipophosphoglycan biosynthesis interferes with 

activation of human neutrophils 

 

Abstract: Visceral leishmaniasis (VL) is often associated with hematologic manifestations that 

may interfere with neutrophil response. Lipophosphoglycan (LPG) is a major molecule on the 

surface of Leishmania promastigotes, which has been associated with several aspects of the 

parasite–vector–host interplay. Here, we investigated how LPG 

from Leishmania (L.) infantum, the principal etiological agent of VL in the New World, 

influences the initial establishment of infection during interaction with human neutrophils in an 

experimental setting in vitro. Human neutrophils obtained from peripheral blood samples were 

infected with either the wild-type L. infantum (WT) strain or LPG-deficient mutant (∆lpg1). In 

this setting, ∆lpg1 parasites displayed reduced viability compared to WT L. infantum; such 

finding was reverted in the complemented ∆lpg1+LPG1 parasites at 3- and 6-h post-infection. 

Confocal microscopy experiments indicated that this decreased survival was related to 

enhanced lysosomal fusion. In fact, LPG-deficient L. infantum parasites more frequently died 

inside neutrophil acidic compartments, a phenomenon that was reverted when host cells were 

treated with Wortmannin. We also observed an increase in the secretion of the neutrophil 

collagenase matrix metalloproteinase-8 (MMP8) by cells infected with ∆lpg1 L. 

infantum compared to those that were infected with WT parasites. Furthermore, collagen I 

matrix degradation was found to be significantly increased in ∆lpg1 parasite-infected cells but 

not in WT-infected controls. Flow cytometry analysis revealed a substantial boost in production 

of reactive oxygen species (ROS) during infection with either WT or ∆lpg1 L. infantum. In 

addition, killing of ∆lpg1 parasites was shown to be more dependent on the ROS production 

than that of WT L. infantum. Notably, inhibition of the oxidative stress with Apocynin 

potentially fueled ∆lpg1 L. infantum fitness as it increased the intracellular parasite viability. 

Thus, our observations demonstrate that LPG may be a critical molecule fostering parasite 

survival in human neutrophils through a mechanism that involves cellular activation and 

generation of free radicals. 

Keywords: lipophosphoglycan, Leishmania infantum, neutrophils, ROS, infection 

Trabalho publicado na revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2022. 
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