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Por que Existem o Mal e o Sofrimento Humano?

Leandro Gomes de Barros
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Iria lhe perguntar:
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Perguntaria também
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Que ndo dorme, que ndo come
E assim vive satisfeito.

Por que ¢ que ele ndo fez

A gente do mesmo jeito?

Por que existem uns felizes
E outros que sofrem tanto?
Nascemos do mesmo jeito,
Vivemos no mesmo canto.
Quem foi temperar o choro

E acabou salgando o pranto



LUZ, Yasmin da Silva. Modulaciao da migracao de macréfagos e células dendriticas por
Leishmania: Alteracdes funcionais e moleculares em ambiente tridimensional e no contexto da
infeccdo in vivo. 2025. 197f. il. Tese (Doutorado em Patologia Humana e Experimental) —
Universidade Federal da Bahia. Instituto Gongalo Moniz, Fundacdo Oswaldo Cruz, Salvador,
2025.

RESUMO

As leishmanioses podem apresentar diferentes manifestagdes clinicas, desde lesdes localizadas
na pele, até a leishmaniose visceral. A disseminagdo de células infectadas ¢ essencial para o
estabelecimento da doenca, mas os mecanismos que impulsionam a migracao celular pos-
infecc¢do ainda sdo pouco explorados. Estudos com macrofagos infectados por L. amazonensis,
demostraram uma redu¢do na migragdo 2D apos infec¢do, contudo, o processo de migragdo
transendotelial de macrofagos envolve sinais regulatorios de um ambiente 3D. Adicionalmente,
a infecc¢do por L. braziliensis induz mediadores inflamatdrios que aumentam o recrutamento
celular no hospedeiro, porém os efeitos in vivo sobre a ativagao de células da medula 6ssea e
sua influéncia na migracao e resposta dos macrofagos ainda sdo pouco compreendidos. Neste
estudo investigamos a migracdo de macrofagos e células dendriticas (CDs) em ambiente
tridimensional, bem como as alteracdes causadas na medula dssea de camundongos infectados
por L. braziliensis e seu possivel papel na modulacao da migracao de macrofagos derivados de
medula 6ssea (BMM®). BMM® de camundongos infectados por L. braziliensis foram isolados
apos 2, 5 e 10 semanas de infec¢do. Esses macrofagos, assim como CDs, foram submetidos a
ensaios de migracdo 2D e 3D em sistemas transwell, ¢ a formacdo de complexos de adesdo foi
avaliada por imunomarcacao de pFAK e pPaxilina. A dindmica do citoesqueleto de actina foi
analisada utilizando Faloidina, Racl, Cdc42, RhoA e gelsolina, enquanto a formagao de
podossomos foi investigada por marcacao de talina e vinculina. As analises foram realizadas
por microscopia confocal, e a expressao de metaloproteinases (MMPs) foi avaliada por ensaio
tipo Luminex. Para identificar proteinas diferencialmente expressas, as amostras foram
caracterizadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).
Foi observado que macréfagos humanos e murinos apresentam reducdo na capacidade
migratoria em ambiente 3D, associada a diminui¢do da formagdo de complexos de adesdo e
alteragdes na dindmica de actina apos a infec¢do por Leishmania spp. Em contraste, células
dendriticas exibiram aumento da migracdo em ambiente 3D apds infeccdo por L. infantum,
acompanhado de maior formagdo de complexos de adesdo e aumento da dindmica de actina.
Além disso, foi observada reducdo significativa da migracdo 2D e 3D de BMM® ap06s infec¢ao
in vivo por L. braziliensis, juntamente com diminui¢ao da expressdo de pFAK e pPaxilina em
todas as semanas avaliadas. A expressdo de Racl e Cdc42 aumentou nas semanas 2 € 5, mas
foi reduzida apds 10 semanas, enquanto RhoA apresentou reducao ao longo de todo o periodo.
Quanto a vinculina, foi observado aumento na semana 2 ¢ reducdo na semana 5. As MMPs
mostraram aumento de expressdao na semana 2 e diminui¢do na semana 5. A analise protedmica
identificou 26 proteinas diferencialmente expressas apds 2 semanas de infeccdo, 11 proteinas
apds 5 semanas e 6 proteinas apds 10 semanas. Compreender como a infec¢do por Leishmania
afeta a disseminagdo do parasita e o recrutamento de células da medula 6ssea in vivo € essencial
para elucidar a patogénese da leishmaniose.

Palavras-chave: Macrofagos; Migracdo célula; Leishmania;, Medula 6ssea.



LUZ, Yasmin da Silva. Modulation of macrophage and dendritic cell migration by
Leishmania: Functional and molecular changes in a three-dimensional environment and in the
context of in vivo infection. 2025. 197f. il. Tese (Doutorado em Patologia Humana e
Experimental) — Universidade Federal da Bahia. Instituto Gongalo Moniz, Fundacao Oswaldo
Cruz, Salvador, 2025.

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 (BMM®). BMM® 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, Racl, 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 BMM® was observed after in vivo infection with L. braziliensis, together with
decreased expression of pFAK and pPaxillin at all evaluated time points. Racl 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 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da leishmaniose

Mais de 20 espécies do protozoario do género Leishmania sdo capazes de causar a
leishmaniose, uma doenga de determinagdo social, endémica em 98 paises, incluindo o Brasil.
Estima-se que ocorram de 700.000 a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose por ano no
mundo (WHO, 2023). Nesse contexto, mais de 90% dos casos novos tem ocorréncia em apenas
13 paises: Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Colombia, Etiopia, India, Ir3,
Peru, Sudao do Sul, Sudao e Siria (Steverding, 2017).

O agente causador da leishmaniose, a Leishmania, ¢ um protozoario intracelular que
pode causar um largo espectro de doencas. As principais formas clinicas da leishmaniose sdo
Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral (LV) (Desjeux, 2004; Kaye; Scott,
2011; Podinovskaia; Descoteaux, 2015). Clinicamente, a LT ¢ dividida em Cutanea Localizada
(LCL), Cutanea Disseminada (LCD), Cutanea Difusa (LD) e Muco-cutanea (LCM) (Desjeux,
2004). Na LCL podem aparecer uma ou mais lesdes na pele que costumam cicatrizar
espontaneamente. Essas lesdes geralmente se apresentam como tlceras arredondadas, de bordas
bem definidas, indolores, com base avermelhada e centro necrético. No Brasil, essa forma da
doenca ¢ causada principalmente por parasitas das espécies Leishmania braziliensis,
Leishmania amazonensis, Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis. (Steverding,
2017).

A LCD se manifesta por diversas lesdes cutaneas, geralmente papulares e de aparéncia
variada, e frequentemente compromete a mucosa nasal. No Brasil, essa forma da doenca ¢
causada principalmente pela Leishmania braziliensis (Machado et al., 2019). Na LMC as lesdes
se apresentam em regides de mucosa, geralmente em vias aéreas superiores, como boca, nariz
e garganta, sendo causada primariamente por L. braziliensis ou L. amazonensis. Ja a LD (forma
anérgica), causada no Brasil por L. amazonensis, provoca ndodulos com auséncia de ulceras ou
envolvimento de mucosas (Machado et al., 2019; Salgado ef al., 2016). A LV, manifestacao
clinica mais grave da enfermidade e causada por L. donovaniou L. infantum, afeta 6rgdos
internos como figado, baco e medula 6ssea e pode levar a morte se nao tratada (OPAS, 2022).
A prevaléncia da LT em regides endémicas esta aumentando por causa das mudangas
ambientais agravadas por influencias como aquecimento global, desmatamento, conflitos
regionais € migracdo em massa (Bahrami; Harandi; Rafati, 2018; Du et al., 2016; Gonzalez et

al., 2010). Aproximadamente 75% dos casos globais de LT sdo encontrados em 10 paises:
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Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Ira, Peru, Siria e Sudao do Norte
(Alvar et al., 2012). No Brasil, a LT possui ampla distribui¢do, com cerca de 21.000 casos ao
ano. A regiao Norte do pais € a que apresenta a maior incidéncia desta forma clinica (46,4
casos/100.000 habitantes), seguida da regido Centro-Oeste (17,2 casos/10.000 habitantes) e
Nordeste (8 casos/100.000 habitantes) (Ministério da satde, 2022). Ja a LV apresenta cerca
de 3.500 casos por ano, com o coeficiente de incidéncia de 2,0 casos/100.000 habitantes. A
letalidade da LV vem aumentando gradativamente nos tltimos 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, familia Trypanosomatidae e
género Leishmania (Grimaldi; Tesh, 1993). Assim como outros protozoarios, a Leishmania tem
um ciclo de vida disgénico, apresentando um hospedeiro mamifero e um vetor flebétomineo
(Sunter; Gull, 2017). Os vetores, capazes de carrear a Leishmania, os flebdtomos, pertencem a
ordem Diptera, sub-ordem Nematocera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae
(Akhoundi et al., 2016). Existem mais de 800 espécies de flebotomineos e, destas, 464 espécies
sdo 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 bioldgico desse parasito ¢ dividido em dois principais estdgios: um flagelado,
que permite ao parasito alta motilidade, e um estagio aflagelado, onde a Leishmania precisa
obrigatoriamente estar no interior de uma célula hospedeira (Kaye; Scott, 2011). A infec¢ao no
hospedeiro vertebrado se inicia com a inoculagdo de formas promastigotas metaciclicas do
parasito na pele, durante o repasto sanguineo por fémeas flebotomineas. Em seguida, essas
formas sdo reconhecidas por fagocitos locais, como macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas, e sdo internalizadas. Uma vez dentro da célula hospedeira, as formas promastigotas
sofrem alteragdes estruturais e moleculares, transformando-se em amastigotas,
obrigatoriamente intracelulares. Nesse estagio de desenvolvimento, a Leishmania consegue
sobreviver e se multiplicar no interior de vactiolos parasitoforos (VP), que sdo compartimentos
fagolisossomais (Alexander; Russell, 1992). No interior das células hospedeiras, o parasito
pode disseminar pelos diferentes tecidos do hospedeiro causando lesdes (Leon; Lopez-bravo;
Ardavin, 2007; Moll et al., 1993).

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

sanguineo de fémeas flebotomineas no hospedeiro vertebrado infectado. O inseto vetor ingere
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as formas amastigotas, que chegam ao intestino médio, transformando-se em promastigotas
prociclicas. Essas formas sdo capazes de se multiplicar por divisdo bindria e, durante a
metacicligénese, se transformam em promastigotas metaciclias. Nesse estagio, o parasito nao ¢
capaz de se multiplicar e ¢ altamente infectivo. As promastigotas metaciclicas sao altamente
moéveis e migram para o intestino anterior, que possibilita a sua transmissdo para um novo
hospedeiro vertebrado durante uma nova refeicdo do flebétomo fémea infectado, iniciando

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

Figura 1 - Ciclo de vida da Leishmania. Fémeas de flebétomos infectadas irfo transmitir a forma promastigota
metaciclica do parasito para o hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. Esses parasitos serfo
reconhecidos e internalizados por fagocitos presentes no local da inoculag@o, dentro das células hospedeiras as
promastigotas metaciclicas transformam-se em amastigotas, que sdo capazes de sobreviver e se replicar dentro dos
vacuolos parasitoforos. A replicacdo da amastigota pode causar uma ruptura da célula hospedeira, permitindo a
infeccdo de outras células. Quando o fagécito infectado é capturado por um flebotomo durante o repasto sanguineo,
as amastigotas irdo transformar-se em promastigotas prociclicas no intestino do flebétomo. As promastigotas
prociclicas, irdo se diferenciar em metaciclica, que ¢ a forma infectante, mantendo o ciclo de infec¢ao.

Transformacdo em
promastigotas

metaciclicas P Absorcdo dos
] parasitas por
as ; ~ fagécitos
SR :
' N Mamiferos )
Proliferacéo das promastigotas Tfsng?;r:;?o
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promastigotas
em amastigotas

Absorcdo das amastigotas
por flebstomos < *

Ve
e

Lise dos fagdcitos
infectados e
A reinfeccdo
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Fonte: Adaptado de Veras e De Menezes (2016).

1.3 Aspectos patologicos da leishmaniose tegumentar

A LCL ¢ caracterizada por tlcera bem delimitada, arredondada e com bordas elevadas,
podendo ser observada a partir de 2 a 4 semanas apds a inoculagdo por L. braziliensis. A
primeira manifestacdo observada ¢ uma pequena lesdo papulosa ndo ulcerada, associada a

linfadenopatia satélite, conhecida como LT precoce (Carvalho; Bacellar; Carvalho, 2022). Nas
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lesdes cutaneas precoces, o infiltrado dérmico ¢ constituido principalmente por macrofagos
infectados com amastigotas, com poucos linfocitos e células plasmaticas. Conforme a lesdo se
desenvolve, mais linfocitos e células plasmaticas migram para o local da lesdo, e a derme
superficial torna-se edematosa. A epiderme sobrejacente torna-se hiperqueratética e decompoe-
se para formar uma ulcera coberta por um coagulo de detritos hiperceratoticos, exsudato seco,
células mortas e uma mistura de organismos vivos € mortos. Nos meses seguintes, hd uma
diminui¢do gradual do numero de amastigotas e macrofagos, deixando um infiltrado
granulomatoso composto por linfocitos, células epitelioides e células gigantes
multinucleadas. A maioria dos pacientes apresentam 1 ou 2 lesdes, geralmente em locais
expostos, variando em tamanho de 0,5 a 3 cm de didmetro (Kevric; Cappel; Keeling, 2015). A
infeccdo por L. braziliensis é capaz de migrar para a mucosa orofaringea, onde pode permanecer
dormente por muitos anos antes de se reativar para causar a forma mucocutanea (Carvalho;

Bacellar; Carvalho, 2022).

1.4 Interacio entre macrofago e leishmania

Os macrofagos sdo as principais células hospedeiras da Leishmania e no interior destas
células, os parasitos sdo capazes de sobreviver por longo periodo e se multiplicar no interior de
vacuolos parasitoforos (Afrin; Khan; Hemeg, 2019). Estes compartimentos possuem pH acido,
enzimas lisossomais, e suas membranas apresentam marcadores de endossomo tardio e
lisossomo, incluindo microsialina, Rab 7, LAMP-1, LAMP-2, ATPase vacuolar ¢ moléculas de
MHC classe I e II (Antoine ef al., 1991; Lang et al., 1994; Antoine et al., 1998). Contudo, a
interacdo entre Leishmania e macrofagos € complexa. Os parasitos expressam diferentes
ligantes que podem interagir com diversos receptores da célula hospedeira (Mosser; Rosenthal,
1993; Mosser; Miles, 2007). A interacdo da Leishmania com o macrofago envolve receptores
do complemento (CRs), receptores de manose, receptores de fibronectina e receptores de Fcll
(Fc[ORs) que reconhecem proteinas presentes na superficie dos parasitos como o
lipofosfoglicano (LPG) e a glicoproteina de 63 KDa (gp63) (Podinovskaia; Descoteaux, 2015).
Estas etapas de reconhecimento do patdgeno e o tipo de receptor envolvido no momento da
interacdo sdo de suma importancia para o curso da infecgao.

Um dos principais mecanismos de defesa contra a Leishmania ¢ ativagdo de macrofagos
por IFN-[J, levando a uma resposta mediada por 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de
oxigénio (ROS), que provoca uma explosdo oxidativa em resposta a fagocitose dos parasitos

(Briine et al., 2013; Van Assche ef al., 2011). Na LT causada por L. braziliensis, a producao de
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ROS e NO contribui para morte do parasito. Entretanto, as células hospedeiras ainda
permanecem infectadas, havendo assim a manutencdo da infec¢do e progressdo da doenga

(Carvalho; Bacellar, 2022).

1.5 Interacio entre células dendriticas e leishmania

As CDs constituem um grupo de células apresentadoras de antigenos altamente
especializadas, derivadas da medula 6ssea. Elas desempenham papel central na imunidade,
sendo capazes de reconhecer, internalizar e processar antigenos, além de migrar para os
linfonodos, onde promovem a ativagdo de linfocitos T naive. Essas células sdo classificadas em
distintos subtipos com base em sua ontogenia, expressdo de marcadores de superficie
especificos e distribuicdo tecidual (Tiburcio et al., 2019). Apds reconhecer padrdes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs), as células dendriticas iniciam seu processo de maturagao,
que envolve o aumento da expressdo de moléculas apresentadoras de antigenos, como MHC
classe I e II, além de marcadores coestimulatérios como CDI11¢c, CD80 e CD86 (Caux ef al.,
1994). Durante sua migracdo para os orgaos linféides secundarios, essas células passam a
expressar altos niveis do receptor de quimiocina CCR7, elemento essencial para seu
direcionamento aos linfonodos e para a adequada interacao com linfécitos T na apresentacao
do antigeno (Ohl et al., 2004).

A migracdo das CDs para os linfonodos desempenha um papel crucial na resposta
imunoldgica a Leishmania, visto que essas células sdo as principais responsdveis pela
apresentacao de antigenos (Gorak; Engwerda; Kaye, 1998; Von Stebut et al, 1998). Esse
processo ¢ altamente dependente do perfil de receptores de quimiocinas expresso pelas CDs,
que permite seu recrutamento seletivo para locais de inflamagao. Em condi¢des inflamatorias,
as quimiocinas que ativam os receptores CCR1, CCR2, CCR5 e CCR6 atraem as CDs imaturas
para as areas afetadas. Dentre os receptores que medeiam a interagdo célula dendritica-
Leishmania estao 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 (Tiburcio et al., 2019; Lima et al.,
2017). Apo6s a captura de antigenos, durante sua maturagao, ocorre uma alteragao na expressao
dos receptores de quimiocinas: CCR1, CCR2 e CCRS5 tém sua expressao diminuida, sendo
substituidos pelos receptores CCR7 e CXCR4. Essa mudanga facilita a migragao das CDs para
os linfonodos de drenagem, em resposta as quimiocinas especificas, onde elas apresentam os

antigenos derivados do parasita aos linfocitos T (Geissmann et al., 2010; Merad et al., 2013).
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O papel das CDs na resposta imune a infeccdo por Leishmania evidencia sua
importancia na organizagdo da resposta imunoldgica. Estudos sugerem que o desfecho da
infec¢do por esse parasita em camundongos resistentes e suscetiveis pode estar relacionado a
diferencas funcionais nas CDs, especialmente durante o processo de diferenciagdo 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 infec¢do por L. major, ocorre o
recrutamento de células dendriticas derivadas de mondcitos (MoDCs) para a pele e para os
linfonodos de drenagem. Essas células desempenham um papel essencial na indu¢ao de uma
resposta imune eficaz contra a Leishmania, devido a sua capacidade de produzir IL-12 e NO,
ambos fundamentais para a defesa contra a infec¢do (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 6rgdos, o que ¢ considerado um indicativo de uma resposta imune
protetora contra L. major (Carvalho et al., 2012). Com relagdo a LV, Ato e colaboradores (2002)
observaram que CDs de camundongos infectados com L. donovani apresentaram migracao
comprometida da zona marginal para a regido periarteriolar do bago, na qual estdao localizados
os linfécitos T, ocorrendo as sinapses imunoldgicas. A diminui¢do dessa migragdo foi associada
a perda da expressao de CCL21 e CCL19, além da inibi¢do de CCR7, sugerindo que a falta de
uma resposta imune protetora pode estar relacionada a migragao alterada das CDs para o baco.
Por outro lado, camundongos BALB/c, desnutridos, infectados por L. donovani mostraram um
aumento na expressdo de CCR7 nas CDs infectadas, bem como nos seus ligantes (CCL19 e

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

1.6 Caracteriza¢ao da medula 6ssea na infeccio por leishmania

A leishmaniose pode apresentar diferentes formas clinicas, incluindo as formas LT e
LV (Akuffo et al,, 2018). A forma visceral ¢ causada principalmente por L. donovani no Velho
Mundo e L. infantum no Novo Mundo, e pode levar a morte se ndo tratada (Pigott et al., 2014).
Pacientes com LV assintomatica apresentam uma resposta imune Th1-polarizada que ativa os
macrofagos para um fendtipo M1, capaz de eliminar os parasitos de forma eficiente (Engwerda;
Ato; Kaye, 2004; Stager; Bankoti, 2012). Esse fendmeno esta associado a produgao de citocinas
pré-inflamatorias como INF-[1, IL-12 e TNF-[1] (Kaye et al., 2004). Embora diferentes espécies
de Leishmania modulem o sistema imunoldgico, as espécies visceralizantes sdo capazes de
infectar 6rgdos internos como bago, figado e medula 6ssea (Lypaczewski et al., 2018). O

aspirado de medula 6ssea de pacientes com LV tem como caracteristica expansao da linhagem
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eritrdide e mieldide monocitica, além da supressdo da linhagem megacariocitica e infiltragdo
plasmocitica difusa. Essas alteragdes constituem eritropoiese ineficaz, o que significa o
aumento da morte prematura por apoptose de células precursoras na propria medula Ossea
(Poulaki; Piperaki; Voulgarelis, 2021). Com relagao a estrutura da medula 6ssea, estudos em
camundongos mostram aumento de TCD4" efetoras, produtoras de TNF-[J/IFN-[J, que
induzem a perda de células estromais. A ativacdo e mobilizacdo de células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) sdo comuns em muitos estados inflamatorios cronicos (Preham et al.,
2018).

O microambiente pro-inflamatério na LV ¢é capaz de interromper a funcdo dos
eritroblastos, devido a um acumulo de hemicromos. Esse acumulo ¢ gerado através da acao do
INF-[1, que ¢ capaz de silenciar genes de diferenciacao eritrdide, através da regulagdo positiva
de FAS (antigeno apoptético 1) em macrofagos, TRAIL (ligante indutor de apoptose
relacionado a TNF) e outros mediadores apoptdticos (Lafuse et al., 2013). Com relagdo a
linhagem miel6ide, ha uma mobilizacdo de células em diferenciacdo pelo microambiente pro-
inflamatorio da medula e mondcitos diferenciados induzidos a um fendtipo regulador M2,
devido as condi¢des de hipdxia no bago causada pela LV (Abidin et al., 2017). Essa combinagao
de um ambiente pro-inflamatorios do parasito na medula e a desorganizagdo do parénquima
esplénico envolve o hospedeiro em um ciclo de producao de células mieldides reguladoras que
sdao ineficazes contra o parasito e podem favorecer a replicagdo da Leishmania (Poulaki;
Piperaki; Voulgarelis, 2021).

Na LT, as alteragdes na medula ainda precisam ser mais bem exploradas e
caracterizadas.  Anteriormente, foi descrita uma alteracdo nas células-tronco
hematopoiéticas/progenitoras (HSPC). Durante o processo inflamatorio, essas células sdo
ativadas , desencadeando uma mielopoiese aumentada, a fim de repor células como neutréfilos,
que sdo recrutados para os tecidos inflamados (Boettcher ef al., 2014; Boettcher; Manz,
2017). Contudo, em formas persistentes de LT, causada por L. major, essas alteragdes nas
HSPC podem ocorrer mesmo na auséncia do parasito na medula dssea, sendo induzidas por um
ambiente rico em citocinas e quimocinas. O microambiente da medula éssea de camundongos
infectados com a cepa de L. major persistente, em comparacdo 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 rapida regulagdo positiva de citocinas mielopoiéticas, como IL- 1P e
GM-CSF. Adicionalmente, a infec¢do por cepas persistentes de L. major resultou na expansao
de células progenitoras multipotentes na medula 6ssea e no bago, associada ao aumento do

numero de células mieldides tanto na lesdo cutdnea quanto no bago (Ferreira et al., 2022). Em
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relacdo a presenca de parasitos na medula dssea em casos de LT, ainda ndo foi relatado a
presenca do parasito em 6rgdo visceralizantes como baco, figado e medula dssea em pacientes
com LT. Entretanto, ja foi relatada a detec¢do do parasito na medula 6ssea de camundongos
infectados por L. braziliensis (Floro e Silva, et al., 2022). Adicionalmente, em pacientes
imunocomprometidos com HIV, foi observada a presenca de L. major em amostra de pung¢ao
esternal da medula 6ssea, embora exames de ultrassonografia ndo evidenciaram alteragcdes no

baco e no figado (Barro-Traoré et al., 2008).

1.7 Migracao celular

O processo de migragdo celular ¢ realizado por varios tipos de células nucleadas,
desempenhando importantes papeis fisiolégicos como trafego de leucocitos durante as
respostas imunoldgicas, mecanismos de regeneragdo e reparo e durante a morfogénese
embrionaria (Friedl; Wolf, 2010; Gardel et al., 2010; Huttenlocher; Horwitz, 2011; Ridley et
al., 2003).

1.7.1 Etapas da migragao celular

A migracao celular € constituida por varios processos celulares integrados que envolvem
a protusdo do lamelipddio e filopddio na borda anterior da célula, adesdo da regido de protusao
ao substrato extracelular através de complexos focais, contra¢do das fibras de estresse formado
por actomiosina citoplasmatica, que gera uma forga responsavel por liberar os complexos focais
da regido posterior da célula e provoca uma retracdo dessa regido. Dessa forma, ocorre a
movimentagdo do corpo celular em uma determinada dire¢do (Figura 2). Esse mecanismo ¢
mediado principalmente por filamentos de actina citoplasmatica e forma¢ao de complexos de
adesdo (Sheetz et al., 1999; Wiesner et al., 2014).

Uma etapa crucial para a migracdo ¢ o ancoramento da membrana plasmatica ao
substrato, esse processo € mediado por proteinas transmembrana relacionadas com a adesdo das
células a matriz extracelular (MEC), conhecidas como integrinas. (Ridley ef al., 2003). Durante
a migragao, a célula, através da polimerizagdao de actina, forma estruturas conhecidas como
lamelipodios e filopodios na regido anterior da célula no sentido da migragao, projetando o
corpo celular. Nestas estruturas de proje¢do da membrana, sdo encontrados feixes densos de

actina filamentosa. A principal diferenga é que os filopddios sdo estruturas unidimensionais,
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longas e finas, semelhante a microvilosidades, ao passo que lamelipddios sao bidimensionais e

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

Figura 2 - Esquema do modelo classico de migragéo celular. O movimento celular é dividido em diversas etapas
integradas.

Migragao Celular

LB L= L Z20s <L

Protus3o de Ades3o do Contragdo do Liberagdo dos Retragdo da
pseudépodes  pseuddpodes citoesqueleto complexos focais  porgdo posterior

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

1.7.2 Formagao do complexo de adesao

As adesdes focais ou contatos focais sdo estruturas que irdo conectar as células ao substrato
extracelular (Jones, 2000). Esse mecanismo de migra¢ao envolve mais de 150 componentes que
se associam ao complexo de adesdo focal (Hynes, 2002; Romer; Birukov; Garcia, 2006;
Wozniak et al., 2004; Zamir; Geiger, 2001), que incluem proteinas de membrana (integrinas),
proteinas que se conectam a actina (talina, vinculina e []-actinina e proteinas adaptadoras como
(paxilina e Src) (Turner, 2000; Zamir; Geiger, 2001). Outras proteinas podem se associar de
forma transitoria ao complexo de adesdo, regulando a migra¢do, a exemplo de proteinas da
familia Rho de pequenas GTPases (Huttenlocher; Horwitz, 2011; Ridley; Hall, 1992).

As integrinas sdo proteinas chaves no processo de adesdo. Estas proteinas apresentam
estrutura transmembranar e heterodimeras com subunidades a e  (Ginsberg, 2014) e sua
ativagdo esta relacionada com o recrutamento de proteinas fosforiladas de adesdo e migracao
(Huveneers; Danen, 2009; Mitra; Schlaepfer, 2006). A FAK ¢ uma proteina precursora na
regulacdo da adesdo focal durante o movimento celular, no entanto, os mecanismos de
regulagdo ainda sdo pouco compreendidos (Zaidel-bar et al., 2004). As moléculas de FAK ao
se agregarem sdo capazes de realizar fosforilacdo cruzada, criando um sitio de encaixe para os
membros da familia tirosinas-cinase citoplasmaticas Src (Mitra; Schlaepfer, 2006; Toutant et
al., 2002). O complexo formado por FAK e Src autofosforilam FAK em tirosinas adicionais,
criando sitios de encaixe para diferentes proteinas sinalizadoras intracelulares, principalmente
com proteinas adaptadoras como paxilina e p130Cas (Figura 3) (Mitra; Schlaepfer, 2006;
Playford; Schaller, 2004).
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Outra proteina importante do complexo de adesdo focal ¢ a paxilina, que contribui para
o recrutamento de cinases e fosfatases responsaveis pela organizagdo do citoesqueleto de actina
e formacao dos complexos de adesao (Deakin; Turner, 2008). A regulagdo da paxilina € ocorre
através de sua fosforilagdo, que ¢ realizada pela interacao da integrina com a MEC, iniciando
assim a montagem dos complexos de adesdo através do recrutamento de outras cinases como
Src, FAK, actopaxina, vinculina e talina (Figura 3 ) (Brown; Turner, 2002; Lopez-colomé et
al., 2017; Turner, 2000). A interagao de paxilina com FAK intensifica sua fosforilagdo em
outros residuos de tirosina, regulando a dindmica de formagao dos complexos de adesao (Bellis
et al., 1997; Lopez-colomé et al., 2017). Adicionalmente, ja foi demonstrado que a inibi¢ao da
interagdo FAK-paxilina diminui a capacidade de adesdo, invasdo e migragao em fibroblastos

(Deramaudt et al., 2014).

1.7.3 Familia Rho GTPases e a organizacao do citoesqueleto de actina

Além da adesdo ao substrato, que confere suporte e estabilidade a célula, um outro
mecanismo importante na migracao celular ¢ a organizacao do citoesqueleto de actina. A actina
na célula é extremamente dindmica e sua polimerizagdo ocorre em 3 etapas: nucleacdo, a qual
¢ o inicio da formacdo do filamento onde ocorre a jun¢dao das primeiras subunidades de G-
actina; alongamento, nessa etapa hd adicdo de outros polimeros de G-actina na extremidade
positiva do filamento; e por fim, ha equilibrio entre o crescimento do filamento de actina na
extremidade positiva e dissociacdo dos mondmeros na extremidade negativa. Esse processo de
formagdo e estabelecimento dos filamentos de actina sdo regulados por proteinas da familia
Rho-GTPases (Figura 3) (Egelman, 1985; Holmes et al., 1990).

A familia Rho-GTPases ¢ constituida por proteinas G fundamentais na dindmica de
actina, uma vez que regulam os processos de polimerizagdo e despolimerizagao dos filamentos.
Os principais membros dessa familia sao Racl, Cdc42 e RhoA. Racl e Cdc42 sdo responsaveis
por controlar a extensdo de lamelipodios na regido anterior da célula, enquanto Cdc42 controla
a extensdo de filopodios (Figura 3) (Demali; Burridge, 2003; Huveneers; Danen, 2009; Lopez-
colomé et al., 2017). RhoA por sua vez, controla a retracdo da parte posterior da célula e a
formagdo de fibras de stress no corpo celular e por¢ao posterior da célula (Figura 3) (Ridley;
Hall, 1992). A atividade desta proteina ¢ inicialmente diminuida ap6s a interagcdo com integrina
B1 (Arthur; Petch; Burridge, 2000), visto que a alta atividade de RhoA pode ativar ROCK (do
inglés, Rho-associated protein kinase), inibindo a formagao da protrusdo 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 fosforilagdo de LIM quinase, capaz de inibir a cofilina (Maekawa et al.,

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

Figura 3 - Representacdo do complexo de adesdo e das proteinas da familia Rho-GTPases. A integrina
conecta a matriz extracelular aos filamentos de actina, através de um complexo de adesdo focal, formado a partir
de FAK, paxilina e outras proteinas. A regulagdo da polimerizag@o e despolimerizacdo do citoesqueleto de actina
¢ coordenada por proteinas da familia Rho GTPase. Racl e Cdc42 na porgdo anterior da célula regulando a
formacdo de lamelipodios e filopodios, respectivamente, enquanto RhoA regula a formacao de fibras de estresse
na parte posterior da célula
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1.7.4 Tipos de migra¢do em ambiente 2D e 3D

A migragao celular pode ocorrer em ambiente bidimensional ou tridimensional. A célula
migra em ambiente 2D quando se encontra sobre uma superficie como, por exemplo, sobre um
vaso sanguineo. Nos tecidos, a célula migra principalmente em modo 3D, interagindo com os
componentes da MEC que esta a sua volta. Nesse ambiente, a célula pode migrar de formas
distintas, variando entre migracdo 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 migragdo sdo determinados pelas propriedades mecanicas,
estruturais e bioquimicas da MEC. Em um ambiente com matriz mais frouxa, como a de
Colageno I, os macrofagos assumem um modo de migragdo ameboide, como o que ocorre no
tecido conjuntivo. Na migragao ameboide, a c€lula apresenta morfologia mais esférica, com

poucas protrusdes, € migram em uma velocidade mais alta (~ 0,7 pm / min) e depende da via
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Rho/ROCK (Wiesner et al., 2014). J4 em matrizes mais densas, como na membrana basal, o
macrofago assume a migragdo mesenquimal. Nesse modo de migracdo, as células apresentam
morfologia mais alongada e baixa velocidade de migracao (~ 0,2 um/min), uma vez que

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

Figura 4 - Migracao em ambiente 2D e 3D. A migracao pode ocorrer em ambientes bidimensionais, como em
superficies de vasos sanguineos, 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.
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bidimensional tridimensional
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Fonte: Adaptado de Wiesner ef al. (2014).

1.7.5 Podossomos em ambiente 2D e 3D

Células como macrdofagos, células dendriticas e osteoclastos possuem estrutura de
podossomos que estao envolvidas nos processos de adesdo, degradagdo da matriz, migragao,
juncao 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 nucleo rico em F-actina com proteinas associadas como Arp2/3,
cortactina e gelsolina, e, ao redor desse nlcleo, ha uma estrutura de anel, que contém proteinas
de adesdo, como vinculina e talina (Figura 5) (Van Den Dries ef al., 2019; Wiesner et al., 2014).
J4 em ambiente 3D, os podossomos ndo possuem uma arquitetura bem definida como no 2D,
mas apresentam um acumulo de F-actina e marcadores cldssicos como vinculina, talina,
gelsolina e cortactina (Figura 5) (Wiesner ef al., 2014). No ambiente 2D, os podossomos estao
associados a adesdo e s@o amplamente distribuidos nos locais onde existem contato da célula
com o ambiente externo. Adicionalmente, em ambiente 3D, sdo formados apenas na migracao
mesenquimal e se localizam nas regides de protusdo da célula, sio maiores e estao presentes

em menor niumero quando comparados ao 2D (Van Goethem et al., 2010).
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Os podossomos estdo relacionados com a capacidade invasiva da célula, pois
possibilitam a degradacdo da matriz extracelular através de secrecdo de proteases. J4 foram
identificados diversos tipos de proteases associadas aos podossomos, incluindo metaloproteases
de matriz (MMPs), catepsinas e o ativador do plasminogénio do tipo uroquinase (uPA) (Figura
5) (Vérollet et al., 2011; Wiesner et al., 2014). As MMPs sdao endopeptidases dependentes de
zinco que pertencem a familia das metzincinas, estando associadas ao remodelamento tecidual
em varios processos fisioldgicos e patoldgicos, incluindo a infiltracao de células em diferentes
tecidos (Vérollet et al., 2011). As catepsinas pertencem a familia da cisteina protease, sao
armazenadas dentro da célula em lisossomos e sua fun¢do ¢ clivar diversos substratos quando
liberadas em ambiente extracelular. Além disso, participam da cicatrizagao e no remodelamento
da MEC (Vérollet ef al., 2011; Wiesner et al., 2014). Contudo, a atividade das catepsinas nos
macrofagos € descrita na porcao posterior da célula, em contraste com a localizacdo dos
podossomos que estdo na regido de protusdo (Evans et al., 2003). Adicionalmente, ja foi
demonstrado que inibidores de protease lisossomais ndo sdo capazes de inibir a degradacao da
gelatina por podossomos, enquanto o inibidor geral de MMP leva a inibicdo da matriz (Van
Goethem ef al., 2010). O uPA ¢ uma protease extracelular que ao se conecta ao seu receptor
uPAR e regula a protedlise de MEC, participando do remodelamento da matriz pericelular
(Vérollet et al., 2011; Wiesner et al., 2014).

A MMP2, ¢ uma gelatinase, que atua sobre diversos componentes da matriz extracelular,
tendo como principais substratos os colagenos tipos I, IV, V, VII e X, além de laminina,
agrecano, fibronectina e tenascina. Essa enzima esta envolvida na facilitagio da migracao
celular para os tecidos, desempenhando papel importante em processos regenerativos (Caley et
al., 2015). Sua presenca na periferia de lesdes agudas esta associada a expressdao de laminina-
332 e ao aumento da mobilidade de queratindcitos (Moses et al., 1996). Ja a MMP3, usa
colagenos IV, V, IX e X, fibronectina, elastina, gelatina, agrecan, nidogénio, fibrilina, E-
caderina como substrato, sendo expressa em queratinocitos na regido da lesdao (Caley et al.,
2015). A MMPS, por sua vez, tem como alvos os colagenos tipos I, II e III, além de agrecano,
serpinas e a2-macroglobulina. Essa colagenase estd majoritariamente envolvida na cicatrizagao
de feridas (Caley et al., 2015). Contudo, sua superexpressdo em feridas cronicas pode
comprometer o reparo tecidual, favorecendo a degradacdo excessiva do colageno tipo I
(Danielsen et al., 2011). A MMP?9 (gelatinase B) atua sobre colagenos I, III, IV, V e VII, bem
como sobre agrecano, elastina e fibrilina. E expressa principalmente por queratindcitos na
margem das feridas, onde contribui para a migragao celular e o processo de reepitelizagcdo. No

entanto, sua liberagdo desregulada tem sido implicada em condig¢des patologicas (Caley et al.,
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2015). J& a MMP12, também conhecida como metaloelastase, ¢ expressa exclusivamente por
macrofagos e possui ampla especificidade de substrato, atuando sobre colageno tipo IV,
gelatina, fibronectina, laminina, vitronectina, elastina, fibrilina, inibidor de 1-proteinase e

apolipoproteina A (Caley et al., 2015).

Figura 5 - Organizacao dos podossomos em ambiente 2D e 3D. Podossomos sdo estruturas relacionada a
capacidade invasiva da célula, através da secrecao de proteases. Podem ser formadas em ambiente 2D, onde estao
presente em toda a célula e tem uma estrutura bem definida, com nucleo rico em F-actina associada a proteinas
reguladoras, cercado por um anel com proteina relacionadas a adesdo como vinculina e talina. No ambiente 3D,
sdo formados apenas na forma mesenquimal e se concentram nas regides de protusdo. Neste ambiente, apresentam
estrutura pouco definida, mas tem um acumulo de F-actina e marcadores classicos como vinculina, talina, gelsolina
e cortactina.
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Fonte: Adaptado de Vérollet ef al. (2011).

1.8 Migracao de células hospedeiras na infec¢ao por leishmania

J& foi demostrado em estudos anteriores que patdgenos sdo capazes de modular a adesio
e migragdo de fagocitos (Da Gama et al., 2004; Vérollet; Le cabec; Maridonneau-Parini, 2015).

Com relagdo a Leishmania, estudos anteriores demostraram que a infec¢ao por Leishmania
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reduz a adesdo de macrofagos (Pinheiro et al., 2006) e altera a fungdo de moléculas envolvidas
em adesdo, como VLA-4, uma molécula essencial na migragdo macrofagica (Figueira et al.,
2015). Adicionalmente, foi demostrado reducdo da migragao de macrofagos apds a infecgao
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
infeccdo por L. amazonensis reduz a migracdo de macréfagos em ambiente bidimensional,
associado a reducao da formagao de complexos de adesdo. Esses fendomenos independem da
carga parasitaria no interior da célula hospedeira, da expansao do vacuolo parasitoforo e de
fatores soluveis liberados pelas células infectadas, contudo mostrara ter relacdo com a
modulagdo da expressdo de paxilina e FAK. Os autores mostraram ainda que existe um aumento
na frequéncia de polimerizacao e turnover de filamentos de actina da célula hospedeira apos a
infeccdo por L. amazonensis (Menezes et al., 2016). Contudo, estudos publicados utilizando L.
infantum mostraram um aumento da migragcdo de macrofagos apds a infecgdo, através da via
dependente de PI3Ks (Rocha et al., 2020). Entretanto, o processo de migragdo transendotelial
de macrofagos envolve sinais regulatorios de um ambiente tridimensional. Em estudo realizado
em nosso laboratorio, mostramos que a infec¢do por L. amazonensis, L. braziliensis ou L.
infantum leva a redugdo da migracao de macréfagos em ambiente tridimensional, pela alteragdo
da dindmica de actina e reducdo da expressdo de proteinas envolvidas na interagdo com a MEC
(Luz et al., 2023).

Com relagdo as CDs, apresentadoras profissionais de antigenos, estudos prévios da
literatura mostraram uma alteragdo do recrutamento apds a infec¢@o por Leishmania. Estudos
anteriores que investigaram os mecanismos associados a LC demostraram que durante a
infecc¢do 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 diminui¢do na populacdo de células dendriticas infectadas por L.
amazonensis recrutadas para o local da infec¢do, em comparagdo com aquelas ndo infectadas,
sugerindo que o parasita ¢ capaz de interferir no comportamento migratério dessas células in
vivo (Hermida et al., 2014). Adicionalmente, CDs infectadas por L. mexicana apresentam uma
migrac¢do reduzida para os linfonodos drenantes (Hsu; Scott, 2007; Petritus et al., 2012).

Com relacdo as espécies de Leishmania responsaveis pela LV, dados na literatura indicam que
as CDs de camundongos infectados com L. donovani apresentaram migracao comprometida da
zona marginal para a regido periarteriolar do baco, onde estdo localizados os linfocitos T, onde
ocorrem as sinapses imunologicas (Ato, et al., 2002). No caso da infec¢do por L. infantum, foi

observada uma maior migracao das CDs apos a infeccdo, o que se correlacionou com um
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aumento na formacao de complexos de adesdo, na dinamica da actina e na expressdo de CCR7
nessas células. Esse aumento da migracdo ndo foi observado em CDs infectadas por L.
amazonensis ou L. braziliensis, o que sugere um possivel papel das CDs na visceralizagdo da
LV (Rebougas et al., 2021). Contudo, o processo de migragao das células hospedeiras durante
a infeccdo por Leishmania e o papel que essas células desempenham no estabelecimento da

infeccdo e na disseminagao do parasita ainda ¢ pouco compreendido.

1.9 Estudos de protedomica na interacao leishmania-célula hospedeira

O aprimoramento de metodologias 6micas, como a gendmica ¢ a protedOmica de alta
resolucdo, tem sido fundamental para a elucidagdo de mecanismos moleculares envolvidos na
patogénese da leishmaniose, tanto do ponto de vista do parasita quanto do hospedeiro. Essas
tecnologias, que permitem a analise global de perfis de expressdo génica e proteica em células,
tecidos ou organismos inteiros, fornecem uma abordagem sistémica capaz de revelar redes
bioldgicas complexas e interacdes funcionais essenciais para a compreensdo da resposta a
infeccdo (Wang et al., 2009 ; Veras; De Menezes, 2016 ). A protedmica possibilita a detec¢dao
e quantificagdo de um grande ntimero de proteinas simultaneamente em uma Unica amostra
bioldgica. Com os avangos recentes nas metodologias analiticas, especialmente nas técnicas
baseadas em espectrometria de massas, tornou-se possivel alcancar maior sensibilidade e
resolucdo na andlise proteica, mesmo a partir de quantidades reduzidas de material. Tais
inovacdes superaram limitagdes associadas a abordagens tradicionais, como a eletroforese
bidimensional em gel oferecendo maior abrangéncia e precisdo na caracterizagao do proteoma
(Veras; Ramos; De Menezes, 2018; Anand ef al., 2017).

As células fagociticas, como neutrofilos, células dendriticas e macrofagos, estdo entre
os principais elementos do sistema imune inato mobilizados para o foco da infec¢do por
Leishmania. No local infectado, essas células reconhecem o patéogeno e o internalizam,
permitindo que os parasitos se sobrevivam e se multipliquem no interior dos fagolisossomos.
Além de atuarem como hospedeiras, essas células exercem fung¢des imunorregulatorias ao
secretarem quimiocinas e citocinas que orquestram o recrutamento de linfocitos, evento
determinante para o direcionamento da resposta imune e o desfecho clinico da infec¢ao (Liu;
Uzonna, 2012). Dentre essas populagdes, os macréfagos se destacam nao apenas por
sustentarem a infeccdo intracelular, mas também por influenciarem diretamente o perfil da
resposta imune adaptativa, por meio da producdo de mediadores inflamatorios (Podinovskaia;

Descoteaux, 2015). Estudos prévios evidenciam que o resultado da infec¢do 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

40

amplamente condicionado pelas interagcdes precoces entre os macrofagos e os parasitas,
sugerindo um papel critico dessas células nos estagios iniciais da leishmaniose (Laskay et al.,
1995; Scharton-Kersten; Scott, 1995).

Utilizando analise protedmica em larga escala por meio de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), Menezes e colaboradores
(2013) investigaram proteinas expressas por macroéfagos em resposta a infeccdo por
Leishmania, com o objetivo de identificar possiveis biomarcadores associados a suscetibilidade
ou resisténcia. O estudo foi conduzido em camundongos da linhagem CBA, resistentes a L.
major e suscetiveis a L. amazonensis. Foram identificadas 62 proteinas predominantemente
expressas em macrofagos infectados, das quais 15 apresentaram expressao diferencial entre os
dois parasitas. A maioria (13) teve expressao reduzida frente a infec¢ao por L. amazonensis e
aumentada na infec¢do por L. major, enquanto apenas duas proteinas foram induzidas pela
infeccdo com L. amazonensis, sugerindo a existéncia de perfis moleculares distintos associados
ao comportamento do parasita e a resposta imune do hospedeiro. Entre as proteinas mais
expressas em macrofagos infectados por L. major destacam-se PDCDS, coronina 1B, HIF-1a,
COX6B, OSTF1, PP2, HNRPF, PYCARD, RABI, serpina, RPS2 e cadeia leve de miosina. A
analise em rede funcional, baseada na plataforma IPA, demonstrou que essas proteinas estio
associadas a vias ligadas ao desenvolvimento ¢ metabolismo celular, reforcando a hipdtese de
que diferentes padrdes de modulagdo proteica em macrdfagos possam influenciar diretamente
a resisténcia ou a suscetibilidade a infec¢do (Menezes et al., 2013)

Estudo utilizando abordagem protedmica quantitativa avaliou a resposta de macrofagos
da linhagem THP-1 a infeccao por Leishmania donovani, empregando a técnica de marcagao
1sobarica (1ITRAQ) associada a LC-MS/MS. Os autores observaram que proteinas envolvidas
em importantes vias metabolicas, como glicolise e oxidagao de acidos graxos, foram reguladas
positivamente apds a infec¢do por L. donovani, sugerindo que esse parasito modula o
metabolismo da célula hospedeira. Também foi identificada a indu¢do de proteinas relacionadas
a transcricao génica, splicing de RNA, histonas e processos de reparo e replicacdo do DNA,
indicando uma reorganizagdo funcional da maquinaria celular do hospedeiro (SINGH et al.,
2015).

Estudo prévio utilizando uma abordagem protedmica para melhor entender a resposta
da célula hospedeira a infec¢ao por Leishmania aplicou essa tecnologia para investigar as vias
de sinalizacdo envolvidas na regulacdo positiva da expressdo e atividade de diferentes
transportadores, como o transportador de argininade Leishmania (LAAAP3), em resposta a

redugdo do pool de arginina na célula hospedeira. Para estudar as fosfoproteinas envolvidas na
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via de sinaliza¢do implicada nessa resposta, os autores usaram uma técnica de marcagao por
dimetilagdo para investigar mudangas no perfil de fosforilacio de promastigotas de
Leishmania ap6s 5 e 15 minutos de privacao de arginina. A analise fosfoprotedmica revelou um
aumento da fosforilagdo da proteina quinase 2 ativada por mitégeno (MPK?2), indicando que
essa quinase pode estar envolvida na resposta de privagdo de arginina durante a infecgdo
por Leishmania (Goldman-Pinkovich et al., 2016 ). Embora este trabalho ndo tenha investigado
uma resposta mais global da célula hospedeira a infeccao por Leishmania, a abordagem
utilizada pode ser de grande importancia para identificar marcadores potenciais que podem ser
usados para o desenvolvimento de novos tratamentos medicamentosos e para entender o
resultado da doenga.

Ainda utilizando abordagem protedmica, estudo recente investigou o papel da proteina
Argonauta 1 (Agol) de macréfago na infeccdo por Leishmania donovani, com o objetivo de
compreender a influéncia da via de interferéncia de RNA (RNAi) do hospedeiro na patogénese
do parasita. A analise identificou 1.778 proteinas, das quais 331 apresentaram expressao
significativamente modulada em resposta a infeccdo. Dentre essas, 212 proteinas foram
reguladas negativamente, enquanto 119 foram positivamente reguladas. As vias funcionais
mais afetadas estavam associadas a cadeia pesada da ferritina (FTH1), cistatina-A, PYCARD
(proteina associada a inflamacdo e apoptose), antigeno CD44 e ribonucleoproteina nuclear
heterogénea U (HNRNPU). Em conjunto, os resultados demonstram que L. donovani modula
seletivamente a maquinaria de RNA, utilizando Agol como um fator de viruléncia indireto
essencial para sua permanéncia e replicacdo intracelular (Moradimotlagh, ef al., 2023).

A andlise protedmica quantitativa foi utilizada também para investigar como
Leishmania donovani modula a composi¢ao dos autofagossomos de macréfagos durante a
infeccdo. Para isso, células monociticas humanas da linhagem THP-1 foram infectadas com L.
donovani e comparadas a células submetidas a indugao de autofagia por rapamicina (autofagia
seletiva) ou por privacao de aminoacidos (autofagia ndo seletiva). Os autofagossomos foram
1solados e analisados por espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS), utilizando
marcacdo por isdtopos estaveis por aminodcidos em cultura celular (SILAC). Os resultados
revelaram que a infec¢@o por L. donovani induz um tipo de autofagia nao cléssica, independente
da via candnica mediada pelo mTORCI, e altera significativamente o conteudo proteico dos
autofagossomos. Das 1.787 proteinas identificadas nos autofagossomos induzidos por
Leishmania, 146 foram diferencialmente expressas em comparacdo aos autofagossomos
induzidos por rapamicina, enquanto 57 diferiram daqueles induzidos por privacdo de

aminoacidos. Interessantemente, 23 proteinas do proprio parasita foram detectadas nos
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autofagossomos infectados, sugerindo uma possivel manipulacao direta do conteudo autofagico
(Nandan, et al., 2023).

Um outro estudo recente, utilizando uma abordagem de protedmica quantitativa sem
marcacdo, investigou o papel do fator de transcricdo Yin-Yang 1 (YY1) na resposta de
macrofagos a infeccdo por Leishmania. Os resultados demonstraram que a inibi¢do de YY1
reduz significativamente a sobrevivéncia da Leishmania em macrdofagos infectados. A anélise
protedmica revelou que a expressao de diversas proteinas do macrofago € dependente dos niveis
de YY1, muitas das quais sao moduladas durante a infec¢do, indicando uma resposta do
hospedeiro mediada por YY1 que favorece a persisténcia do parasita. Foram 537 proteinas
dependentes de YY1, dessas 54 foram relatadas anteriormente em infecgdes € 50 em estudos
relacionados a imunidade. Curiosamente, as proteinas que sdo reguladas positivamente pela
inibicdo de YY1 estdo envolvidas em processos de infeccdo e imunidade. Esses achados
identificam YY1 como um potencial fator de viruléncia envolvido na patogénese da
leishmaniose (Brar, ef al., 2025).

Em conjunto, os dados disponiveis indicam que parasitas do género Leishmania sdo
capazes de modular o perfil protedmico da célula hospedeira, destacando o potencial da

protedmica como ferramenta estratégica para a compreensao da patogénese da leishmaniose.
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2 JUSTIFICATIVA

As leishmanioses sao um conjunto de doencas causadas por mais de 20 espécies
diferentes de protozoarios do género Leishmania, caracterizando-se como uma doenca de
determinagdo social endémica em 98 paises. Estima-se que ocorram cerca de 1 milhdo de novos
casos por ano (Organizagdo Mundial Da Satude, 2023). A leishmanioses, podem apresentar
diferentes tipos de manifestagdes clinicas, desde lesdes localizadas na pele que cicatrizam
espontaneamente, lesdes de pele, que se espalham de forma disseminada, a forma mucocutanea
da doenga, além da LV, forma mais grave que pode levar a morte se ndo tratada (Ashford, 2000;
Desjeux, 2004). No Brasil, Leishmania braziliensis ¢ responséavel pelo maior nimero de casos
de LT, sendo capaz de causar uma variedade de formas clinicas, incluindo lesdes tipicas,
atipicas e mucocutaneas (Da Silva Vieira et al., 2019).

Na leishmaniose, a relacdo entre disseminagdo do parasito e enfermidade ¢
particularmente estreita. Um dos mecanismos envolvidos na sobrevivéncia de Leishmania spp.
no interior de células do hospedeiro vertebrado e no estabelecimento de lesdes teciduais esta
relacionado a disseminagdo e homing de células contendo o parasito e antigenos do parasito em
tecidos do hospedeiro. As areas de lesdes sdo relacionadas a presenca do parasito no interior
de células macrofagicas. Na forma localizada da doenga cutanea, as lesdes permanecem restritas
a area focal da pele, por vezes com evidente linfadenopatia regional. Entretanto, na forma
disseminada ou mucocutanea, h4 disseminagdo do parasito para multiplos focos da pele ou para
mucosa. O quadro de disseminagdo da Leishmania nos casos de LV parece ainda mais
complexo: provavelmente hd um transito pele-linfonodo-sangue e, em seguida, um
estabelecimento sequencial de células parasitadas em diferentes tecidos, como demonstrado em
camundongos e sugerido em estudos com caes naturalmente infectados (Dos-santos et al., 2004;
Reis et al., 2006).

Poucos estudos avaliaram a migragdo de células hospedeiras infectadas por Leishmania,
bem como os mecanismos envolvidos neste processo. Menezes e colaboradores (2016)
mostraram que, em ambiente bidimensional, a migracdo de macrofagos ¢ reduzida apds a
infeccdo por L. amazonensis. Adicionalmente, Rebougas e colaboradores (2021) mostraram um
aumento da migragdo de células dendriticas infectadas por L. infantum ou isolados associados
as formas disseminadas e difusa de LT. Contudo, o processo de migragao transendotelial de
células hospedeiras envolve sinais regulatérios de um ambiente tridimensional.
Adicionalmente, foi demonstrado que a infec¢do por L. braziliensis estimula o hospedeiro a

produzir mediadores inflamatorios que contribuem para o aumento do recrutamento celular
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(Follador et al., 2002; Passos et al., 2015). Entretanto, o efeito da infec¢do in vivo do hospedeiro
na ativacao e recrutamento de células da medula 6ssea e como isto influéncia na capacidade de
migracao de células hospedeiras e sua capacidade de responder a infec¢do permanece pouco
explorado. Assim, neste estudo investigamos a migracao de macrofagos e células dendriticas
em ambiente tridimensional, bem como, as alteragdes causadas na medula oOssea de
camundongos infectados por L. braziliensis e seu possivel papel na modulagdo da migragdo de
BMMO®. Estudos para melhor entender o processo de adesdo e migracao celular e sua relagdo
com a sobrevivéncia intracelular do parasito e disseminagao da doenca sao fundamentais para
a concepcdo de novas estratégias terapéuticas e prevencao do desenvolvimento de formas

graves da leishmaniose.
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3 HIPOTESE DO CAPITULO 1

A infeccdo por Leishmania altera a migracdo de células hospedeiras em ambiente

tridimensional, levando a redu¢ao de macrofagos e aumento da migracao de células dendriticas.

3.1 Objetivo do capitulo 1

3.1.1 Objetivo Geral do capitulo 1

Avaliar a migracdao de macrofagos e células dendriticas infectadas por Leishmania spp.

em um ambiente tridimensional.

3.1.2 Objetivos especificos do capitulo 1

e Avaliar cinética da infeccdo de macrofagos e células dendriticas por L. amazonensis, L.
braziliensis e L. infantum;

e Avaliar a migracdo de macréfagos e células dendriticas infectadas por Leishmania spp.
em matrizes tridimensionais;

e Avaliar a formacdo de complexos de adesdo em macrofagos e células dendriticas
infectadas por Leishmania spp. em ambiente tridimensional;

e Avaliar a organiza¢do dos filamentos de actina na migragdo de macrofagos e células

dendriticas infectadas por Leishmania spp. em ambiente tridimensional.
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Background: Leishmaniasis results in a wide spectrum of clinical manifestations,
ranging from skin lesions at the site of infection to disseminated lesions in internal
organs, such as the spleen and liver. While the ability of Leishmania-infected host
cells to migrate may be important to lesion distribution and parasite dissemination,
the underlying mechanisms and the accompanying role of host cells remain
poorly understood. Previously published work has shown that Leishmania
infection inhibits macrophage migration in a 2-dimensional (2D) environment
by altering actin dynamics and impairing the expression of proteins involved in
plasma membrane-extracellular matrix interactions. Although it was shown that L.
infantum induces the 2D migration of dendritic cells, in vivo cell migration
primarily occurs in 3-dimensional (3D) environments. The present study aimed
to investigate the migration of macrophages and dendritic cells infected by
Leishmania using a 3-dimensional environment, as well as shed light on the
mechanisms involved in this process.

Methods: Following the infection of murine bone marrow-derived macrophages
(BMDM), human macrophages and human dendritic cells by L. amazonensis, L.
braziliensis, or L. infantum, cellular migration, the formation of adhesion
complexes and actin polymerization were evaluated.

Results: Our results indicate that Leishmania infection inhibited 3D migration in
both BMDM and human macrophages. Reduced expression of proteins involved in
adhesion complex formation and alterations in actin dynamics were also observed
in Leishmania-infected macrophages. By contrast, increased human dendritic cell
migration in a 3D environment was found to be associated with enhanced
adhesion complex formation and increased actin dynamics.

Conclusion: Taken together, our results show that Leishmania infection inhibits
macrophage 3D migration, while enhancing dendritic 3D migration by altering
actin dynamics and the expression of proteins involved in plasma membrane
extracellular matrix interactions, suggesting a potential association between
dendritic cells and disease visceralization.
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1 Introduction

Leishmaniasis is a neglected tropical disease endemic in
98 countries. Every vyear, it is estimated that between
700,000 and 1 occur, leading to
approximately 30,000 deaths (Alvar et al, 2012). Cutaneous
leishmaniasis (CL) in the New World, typically caused by L.
amazonensis or L. braziliensis, results in ulcerative skin lesions.
By contrast, visceral leishmaniasis (VL), which is caused by L.
infantum, can affect the internal organs, such as the liver, spleen,
and bone marrow, and may lead to more severe clinical
manifestations, even death, if left untreated (Ashford, 2000;
Desjeux, 2004; Kaye and Scott, 2011; Podinovskaia and
Descoteaux, 2015).

million new cases

Infection in the vertebrate host occurs through the inoculation
of metacyclic promastigotes in the host’s skin by female sandflies
during bloodfeeding (Veras and Bezerra de Menezes, 2016). Once
inside the mammalian host, Leishmania parasites can survive and
multiply inside acidic parasitophorous within
macrophages (Afrin et al, 2019). Subsequently, parasites may
either persist at the local inoculation site or become
disseminated to other tissues. The detection of Leishmania-

vacuoles

infected mononuclear phagocytes in the bloodstream suggests
that migration by infected macrophages may potentially
contribute to the spread of disease (Liarte et al, 2001).
Additionally, previous studies have shown that dendritic cells
carrying Leishmania parasites can migrate, consequently
transporting parasite antigens to lymph nodes (Ato et al., 2002).
However, the mechanisms involved in the dissemination of
Leishmania to different host tissues, as well as the homing and
persistence of infected cells in vivo, remain poorly understood.
The cell migration carried out by a wide variety of cells plays an
essential role in many physiological processes, such as leukocyte
trafficking and immune response (Ridley and Hall, 1992; Ridley
et al., 2003; Friedl and Wolf, 2010; Gardel et al., 2010). Integrated
molecular events mediated primarily by actin filaments in the
cytoplasm, in addition to the formation of adhesion complexes,
are the main aspects involved in cell migration (Sheetz et al., 1999;
Wiesner et al, 2014). Initially, a process mediated by integrins
(Ridley et al, 2003), actin-binding proteins (talin, vinculin, and
a-actinin) and adapter proteins (Paxillin, FAK, and Src) results in
the formation of adhesion complexes (Turner, 2000; Zamir and
Geiger, 2001), allowing the plasma membrane to anchor itself to the
substrate. FAK protein functions as a focal adhesion regulatory
factor during cell movement (Zaidel-Bar et al.,, 2004), leading to the
phosphorylation of members of the Src family of tyrosine kinases,
Paxillin, and p130Cas, thus creating binding sites for the formation
of adhesion complexes (Toutant et al., 2002; Playford and Schaller,
2004; Mitra and Schlaepfer, 2006; Lopez-Colomé et al., 2017).
Additionally, proteins from the Rho family of small GTPases
(Racl, Cdc42, and RhoA) (Ridley and Hall, 1992; DeMali and
Burridge, 2003; Huveneers and Danen, 2009; Huttenlocher and
Horwitz, 2011; Lopez-Colomé et al., 2017) are responsible for the
regulation of actin dynamics within cells. Rac-1 controls the
extension of lamellipodia in the anterior region of the cell, while
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the extension of filopodia is regulated by Cdc-42 (DeMali and
Burridge, 2003; Huveneers and Danen, 2009; Loépez-Colomé
et al, 2017). RhoA controls retraction of the rear end of the cell,
in addition to the formation of stress fibers throughout the cell
structure (Ridley and Hall, 1992).

Previous studies have evidenced that Leishmania infection
reduces macrophage adhesion by altering the function of
molecules involved in adhesion (Carvalhal et al., 2004; Pinheiro
etal, 2006). In addition, decreased macrophage migration has been
observed following Leishmania infection in a two-dimensional
environment (Blewett et al., 1971; Bray et al, 1983). A report
published by de Menezes et al. (2017) also demonstrated a
reduction in macrophage migration due to L. amazonensis
infection in a two-dimensional environment, which was further
associated with diminished adhesion complex formation and a
greater frequency of polymerization and actin filament turnover
(de Menezes et al., 2017). In contrast, a recent study published by our
group identified increased human dendritic cell migration following
infection with L. infantum, but not L. braziliensis and L.
amazonensis, the latter two being localized forms of CL.
Additionally, we found increased expression of proteins involved
in adhesion complex formation and actin polymerization, as well as
higher CCR7 expression in the human dendritic cells infected with
all three isolates (Rebougas et al., 2021).

While most studies investigating cell migration are performed in
a two-dimensional environment, the study of cellular infiltration
into tissue requires the use of a three-dimensional environment.
Within a 3D environment, leukocytes can migrate via amoeboid or
mesenchymal modes (Friedl and Wolf, 2010; Huttenlocher and
Horwitz, 2011; Wiesner et al,, 2014). Each mode of migration is
determined by the mechanical, structural, and biochemical
properties of a given extracellular matrix. Amoeboid migration is
dependent on the Rho/ROCK pathway, which is responsible for the
regulation of actomyosin. In denser environments, the cell assumes a
mode of mesenchymal migration dependent on the secretion of
proteases and the formation of podosomes (Wiesner et al., 2014). In
an attempt to better understand the mechanisms involved in the
spread of Leishmania within the host, the present study aimed to
evaluate the migration of Leishmania spp.-infected macrophages
and dendritic cells through the use of a 3D environment.

2 Materials and methods
2.1 Ethics statement

The isogenic mice (Mus musculus) of the Balb/c strain used in
the present study were provided by the animal care facility of the
Gongalo Moniz Institute (IGM-FIOCRUZ/BA), following approval
by the Institutional Animal Experimentation Review Board (CEUA)
under protocol number 014/2019.

Whole blood monocytes were isolated from healthy blood
donors following approval by the Institutional Review Board of
the Gongalo Moniz Institute, Oswaldo Cruz Foundation (CEP/IGM-
FIOCRUZ) (protocol No. 5.138.962).
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2.2 Leishmania culturing

Promastigotes of L. amazonensis (MHOM/Br88/BA125), L.
braziliensis (MHOM/BR/01/BA788), and L. infantum (MCAN/
BR/89/BA262) were maintained for up to six successive passages
in Schneider’s Insect Medium (Sigma- Aldrich, Saint Louis, MO,
United States), or modified essential minimum medium
hemoflagellate (MEM Medium), both supplemented with 50 pg/
mL gentamicin (Gibco, Waltham, MA, United States) and 10%-20%
(v/v) FBS (Gibco, Waltham, MA, United States). Promastigotes were
grown in an incubator at 24°C and monitored daily by counting in a
Neubauer chamber. Upon reaching stationary phase, promastigotes
were then used in the experiments.

2.3 Mouse bone marrow-derived
macrophage cultures

Bone marrow-derived macrophages (BMDM) obtained from
Balb/c mice were cultured for 7 days in RPMI medium containing
10% FBS (Gibco, Waltham, MA, United States), 30% L1929 cell
supernatant containing macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF), 200 mM glutamine (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
United States) and 10 pg/mL ciprofloxacin (Isofarma, Eusébio,
CE, BR). Mature, adherent BMDM were detached using 0.05%
EDTA/PBS (Gibco, Waltham, MA, United States). Cell viability
was determined via trypan blue exclusion.

2.4 Human monocyte-derived macrophage
and dendritic cell cultures

Human monocyte-derived macrophages were obtained from
freshly isolated healthy peripheral blood monocytes using
Ficoll-Histopaque density gradient separation (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, MO, United States). Peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were washed three times and then plated at 2 x 10° in
500 mL of Roswell Park Memorial Institute (RPMI) supplemented
with 25 mM N-[2-hydroxyethyl] piperazine-N’-[2-ethane sulfonic
acid] (HEPES), 2 g/L sodium bicarbonate, 2 mM glutamine, 20 g/
mL ciprofloxacin and 10% inactivated FBS (complete RPMI
medium) for 7 days at 37°C under 5% CO,, on 24-well plates to
allow monocytes to differentiate into macrophages. For human
dendritic cells, peripheral blood monocytes were collected by
positive selection using a magnetic cell sorter to isolate CD14'
subtypes. Positive cells were then plated in RPMI with
granulocyte-macrophage colony-stimulating (GM-CSF) [50 ng/
mL] and interleukin-4 (IL-4) [100 UI/mL] for 7 days to allow
dendritic cell differentiation.

2.5 Preparation of 3D collagen matrix

Cells were embedded in a collagen type I matrix derived from rat
tail collagen (Gibco), as described (Van Goethem et al., 2010). Cells
(5 x 10") were added to a solution containing collagen I [2 mg/mL],
PBS 1X, and NaOH [2.6 mM] before polymerization at 37°C
for 24 h.
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To investigate the surface and shape of the 3D collagen matrix
with embedded macrophages, scanning electron microscopy (SEM)
was employed, following a previously published protocol (Cruz
et al,, 2021).

2.6 Bone marrow-derived macrophages,
human macrophages and dendritic cell
infection

BMDM and human macrophages were plated on 24-well plates for
immunofluorescence (2 x 10°) and migration assays (5 x 10*) 24 h prior
to experimentation. L. braziliensis (10:1) or L. infantum (20:1)
promastigotes were added to both macrophage cultures and
incubated for 24 h at 37°C, while cultures with added L. amazonensis
(10:1) promastigotes were incubated for 6 h at 37°C. BMDM and human
macrophages were then washed in PBS to remove any non-internalized
parasites, and then re-incubated for 24 or 48 h for cell migration assays,
or 24 h for immunofluorescence. For dendritic cells, L. amazonensis (10:
1), L. braziliensis (10:1) and L. infantum (20:1) promastigotes were
added to dendritic cell cultures and incubated for 4 h at 37°C. Cells were
then washed in PBS to remove non-internalized parasites, then re-
incubated in RPMI for 6, 12, 24, and 48 h (for BMDM and human
macrophages) and for 6, 24, and 48 h (for dendritic cells) at 37°C.

2.7 Parasite burden

BMDM, human macrophages and dendritic cells were infected as
described earlier. Subsequently, the cells were washed with PBS to
remove non-internalized parasites and then either fixed (0h) or re-
incubated in RPMI at 37°C for 6, 12, 24, and 48 h (for BMDM and
human macrophages) and for 6, 24, and 48 h (for dendritic cells). After
the specified incubation period, coverslips were fixed using 4%
paraformaldehyde, washed, and mounted using the ProLong Gold
Antifade kit with DAPI (4'6-diamidino-2-phenylindole) (Life
Technologies). The number of intracellular parasites was determined
by counting the total macrophages and the total intracellular parasites
per microscopic field using a fluorescence microscope. At least 400 host
cells, in triplicate, were analyzed for each time point.

2.8 Migration assay

BMDM, human macrophages, and dendritic cells were infected as
previously described and then washed to remove non-internalized
parasites. Following the infection period, BMDM (5 x 10*/well) were
incorporated into a collagen I matrix (Gibco) and plated on 96-well
plates for matrix polymerization. The matrices were then incubated
for 24 or 48 h at 37°C. Time-lapse evaluations were then performed
using an Operetta High-Content Analysis System (PerkinElmer,
Waltham, MA, United States) at this timepoints, with image
acquisition performed every 2min for a period of 1h to analyze
cell migration rates. For human macrophages and human dendritic
cells (5 x 10"), a chemotaxis assay was performed in Boyden chambers
containing polycarbonate membranes (24-well, 5 um pores, Corning”
Transwell” polycarbonate membrane cell culture inserts). Each 3D
collagen I matrix containing human macrophages or dendritic cells
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FIGURE 1

Rates of BMDM infection over time, comparing L. amazonensis,

L. braziliensis and L. infantum. In BMDM infected by L. amazonensis
(10:1), L. braziliensis (10:1), or L. infantum (20:1), 400 cells were
randomly evaluated by fluorescence microscopy using DAPI. (A)
Percentage of BMDM infected by L. amazonensis, L. braziliensis, or L.
infantum at 0, 6, 12, and 24 h. (B) Mean number of L. amazonensis, L
braziliensis, or L. infantum amastigotes per BMDM at 0, 6, 12, and 24 h
***p,0.001; **p < 0,01; *p < 0,05 (ANOVA; Dunn’s multiple
comparisons test). Representative results from three independent
experiments.

was incubated for 24 or 48 h. After this incubation period, the
matrices were then placed within a Transwell insert, and allowed
to migrate for an additional 4 h toward RPMI containing 100 ng/mL
MCP1 (Monocyte chemoattractant protein- 1) for macrophages and
300 ng/mL CCL3 (C-C motif ligand 3) for dendritic cells. Next, the
matrix was removed, and membranes were washed with PBS, fixed
with 4% paraformaldehyde for 15 min, washed again with PBS and
incubated with 10 mg/mL DAPI for nuclear staining. The upper side
of the filter was scraped to remove any residual non-migrating cells.
Cells in 10 random fields from each membrane were counted using a
fluorescence microscope.

2.9 Immunofluorescence assay

Following migration, 3D collagen I matrices containing BMDM,
human macrophages or human dendritic cells infected or not with L.
amazonensis, L. braziliensis, or L. infantum, were fixed with 4% (v/v)
paraformaldehyde for 15 min and washed five times in PBS. The matrices
were then quenched for 20 min with 15mM NH,Cl and washed five
times with PBS, incubated in a pre-blocking solution (2% (v/v) bovine
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FIGURE 2

Leishmania reduces macrophage migration in a 3D environment
Macrophages infected by L. amazonensis, L. braziliensis, or L. infantum
were incorporated into a collagen | matrix for 24 or 48 h. (A)
Macrophage (red arrow) embedded within collagen | matrix

(green arrow), Jeol 6390 Scanning Electron Microscope. Migration
rates were calculated considering the trajectory of murine
macrophages using time-lapse images obtained every 2 min over 1 h
(B) Analysis of murine macrophage migration rates after 24 h of
infection. (C) Analysis of murine macrophage migration rates after
48 h of infection. (D) Numbers of human macrophages that migrated
after 24 h in the presence of MCP-1. (E) Numbers of human
macrophages that migrated after 48 h in the presence of MCP-1. ***,
p < 0.001 (Kruskal Wallis). Representative results from three
independent experiments.

serum albumin (BSA) in 1% glycine) for 1 h, washed five times with PBS,
permeabilized with 0.15% (v/v) Triton X-100/PBS (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, MO, United States) for 15 min, incubated in a blocking solution
(1% BSA in PBS) for 45 min, and then incubated for 1 h with 1:500 rabbit
anti-pFAK (0.5 pg/mL) (Invitrogen, catalog number RC222574), 1:
100 rabbit anti-pPaxillin (0.1 ug/mL) (Invitrogen, catalog number
QF221230), 1:200 rabbit anti-Racl (2.5ng/mL) (BD Biosciences,
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catalog number 610650), 1:100 mouse anti-Cdc42 (1 ng/mL) (Invitrogen,
catalog number PA1-092X), 1:100 rabbit anti-RhoA (1 pug/mL)
(Invitrogen, catalog number 0SR00266W), mouse anti-Geosolin (1 g/
mL) (Sigma, catalog number G4896) or 1:1200 phalloidin (1 pg/mL)
(Invitrogen, catalog number A12379). All antibodies were diluted in 1%
(v/v) PBS +1% (v/v) BSA. Subsequently, anti-mouse Alexa fluor 594
(0.02 pg/uL) (Molecular Probes, catalog number A1011) or anti-rabbit
Alexa fluor 488 (0.02 ug/uL) (Molecular Probes, catalog number A32732)
was added and reincubated for 1 h. Cells were mounted using Prolong
Gold antifade reagent with DAPI for nuclear staining (Invitrogen).
Images were acquired using a Leica TCS SP8 confocal microscope
with a 63x/1.4 objective. The Z-stack tool was employed with 0.3 um
intervals. Fiji software was used for digital fluorescence quantification.
Maximal projection images were utilized, and the quantification
considered the cell area. Several parameters, including Area, Min and
Max gray value, integrated density, and mean gray value, were quantified
for individual cells. To calculate the corrected total cellular fluorescence
(CTCEF), the following formula was applied: CTCF = integrated density -
(selected cell area x mean fluorescence of background readings).

2.10 Statistical analysis

All experiments were repeated three times. After verifying data
normality using D’Agostino, Kolmogorov-Smirnov and Shapiro-
Wilk tests, the use of parametric or non-parametric tests for data
analysis was determined. Parametric data were submitted to
ANOVA testing (unpaired), while the Kruskal-Wallis test
(unpaired) was used for non-parametric data. All analysis was
software. Results

performed using GraphPad Prism were

considered significant when p < 0.05.

3 Results

3.1 Rates of macrophage infection over time,
comparing L. amazonensis, L. braziliensis
and L. infantum

The rates of BMDM infection were compared, considering L.
amazonensis (10:1), L. braziliensis (10:1), and L. infantum (20:1), in
an attempt to standardize the percentage of macrophages infection
between species. Our results indicate that similar rates of infection (70%-
80%) were achieved between macrophages infected by L. amazonensis
(10:1), L. braziliensis (10:1), or L. infantum (20:1) at 0 h (Figure 1A).
Accordingly, the number of Leishmania per macrophage was similar,
with an average of 4 Leishmania per cell (Figure 1B). Similar results were
found for human macrophages (Supplementary Figure S1).

3.2 Leishmania infection reduces
macrophage migration in a 3D environment

To assess macrophage migration in a 3D environment, we
incorporated BMDM into a collagen I matrix (Figure 2A) and
allowed cells to migrate for 24 or 48h. Our results revealed
significantly reduced BMDM migration following infection with
all Leishmania spp. Evaluated compared to uninfected controls at
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both 24 (Figure 2B) and 48 h (Figure 2C). To further confirm these
findings, we then evaluated human macrophages in migration assays
using a transwell system with MCP-1 chemoattractant. These results
again indicated a significant reduction in macrophage migration
following infection with all three Leishmania spp. at both 24
(Figure 2D) and 48 h post-infection (Figure 2E).

3.3 Leishmania infection reduces adhesion
complex formation within macrophages in a
3D environment

To investigate the mechanisms underlying migration, we
analyzed adhesion complex formation using phosphorylated FAK
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3.4 Leishmania infection alters actin
dynamics in macrophages in a 3D
environment

To investigate the role of actin cytoskeleton dynamics with respect
to macrophage migration, we evaluated F-actin expression, as well as
the expression of Racl, Cdc42, RhoA, and gelsolin, in a 3D
environment. Our findings indicated no differences in F-actin
expression in BMDM (Figures 5A,C) or human macrophages
(Figures 5B,D) infected with any of the three Leishmania
spp. Evaluated. By contrast, murine macrophages exhibited
increased Rac-1 expression after infection with L. braziliensis and
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L. infantum (Figures 6A,E), while L. amazonensis infection was found
to increase Cdc42 expression (Figures 6B,F). Additionally, infection
with L. amazonensis or L. braziliensis led to reduced RhoA and
gelsolin expression in BMDM (Figures 6C,D,G,H). Similarly, in
human macrophages, infection with L. amazonensis, L. braziliensis
or L. infantum resulted in reduced Racl, Cdc42, and RhoA expression
in a 3D environment compared to uninfected controls (Figure 7).

3.5 Rates of dendritic cell infection over
time, comparing L. amazonensis, L.
braziliensis and L. infantum

Human dendritic cell infection rates were compared following
(10:1) or L.

infection by L. amazonensis (10:1), L. brazilie
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infantum (20:1). Our results indicate that similar rates of infection
(60%) were achieved between human dendritic cells infected by L.
amazonensis (10:1), L. braziliensis (10:1) or L. infantum (20:1) at 0 h
(Figure 8A). Furthermore, the number of Leishmania per cell was
similar, on average 2 parasites per cell (Figure 8B).

3.6 Leishmania infantum induces dendritic
cell migration in a 3D environment

To assess dendritic cell migration in a 3D environment, these
cells were incorporated into a collagen I matrix and allowed to
migrate for 24 or 48 h in migration assays using a transwell
system. Our results revealed significantly enhanced dendritic cell
migration following infection with L. infantum compared to L.
amazonensis and L. braziliensis-infected cells, as well as
uninfected controls, at both 24 (Figure 9A) and 48h
(Figure 9B). Additionally, infection with L. braziliensis led to
reduced dendritic cell migration at both 24 (Figure 9A) and 48 h
(Figure 9B).

3.7 Leishmania infantum induces adhesion
complex formation within dendritic cells ina
3D environment

To investigate the mechanisms underlying dendritic cell
migration, we evaluated adhesion complex formation in human
dendritic cells infected with Leishmania infantum in a 3D
environment by analyzing the expression of FAK and paxillin.
Our fluorescence data analysis revealed significant increases in
both FAK and paxillin in L. infantum-infected dendritic cells
compared to uninfected controls. Additionally, a significant
decrease in the expression of these proteins was noted in
dendritic cells infected by either L. braziliensis or L. amazonensis
compared to controls (Figures 10A-D).

3.8 Leishmania infantum alters actin
dynamics in dendritic cells in a 3D
environment

We assessed the expression of F-actin, Racl, Cdc42, RhoA, and
gelsolin in a 3D environment to study the participation of actin
cytoskeleton dynamics in dendritic cell migration. Our results
showed no differences in F-actin expression between human
dendritic cells infected with either of the three Leishmania
spp. Evaluated (Figures 11A,B). However, infection with L.
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infantum, but not with L. amazonensis or L. braziliensis, led to
increased Racl, Cdc42, and RhoA expression compared to
uninfected controls in a 3D environment (Figures 11C-F).

4 Discussion

The dissemination of Leishmania within the host subsequent to
infection can result in a diverse range of clinical manifestations, varying
from spontaneously healing skin ulcers to widespread lesions or
disfiguring mucosal lesions; in extreme cases, visceral leishmaniasis
can be lethal. The present study demonstrated that infection by three
different species of Leishmania resulted in reduced macrophage
environment. In results

migration in a 3D contrast, our
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demonstrated that L. infantum infection resulted in increased
dendritic cell migration, while L. braziliensis infection led to reduced
dendritic cell migration. However, infection with L. amazonensis did
not significantly affect cell migration compared to uninfected controls.
Our findings, which show that L. infantum infection can potentially
enhance the migratory capacity of dendritic cells from the site of
infection, are consistent with the visceral form of the disease associated
with this parasite species. Moreover, the observed changes were
associated with marked differences in adhesion complex formation
and actin dynamics in infected macrophages and dendritic cells.
Previous studies have shown that Leishmania infection inhibits
the macrophage’s ability to adhere to different substrates, such as
collagen, laminin, and fibronectin (Carvalhal et al., 2004; Pinheiro

et al, 2006). It has also been demonstrated that infection with L.
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FIGURE 9

L. infantum increases human dendritic cell 3D migration in a 3D environment. Cells (infected or not) were incorporated to a collagen matrix. At

24 and 48 h after infection, the cells were placed in a Boyden chamber and allowed to migrate towards CCL3. Migrated cells were randomly counted with
nuclear staining with DAPI through fluorescence microscopy. (A) Number of human dendritic cells that migrated after 24 h. (B) Number of human
dendritic cells that migrated after 48 h ****p < 0000.1 (Student’s t-test). Representative results from three independent experiments.
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L. infantum induces human dendritic cell adhesion complexes
formation in a 3D environment. Human dendiritic cells infected or not
by L. amazonensis, L. braziliensis, or L. infantum and embedded in a
collagen | matrix were immunostained with anti-pFAK and anti
paxillin antibodies. (A) Expression of pFAK fluorescence in human
dendritic cells in a 3D environment. (B) Fluorescence expression of
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t-test). Representative results from three independent experiments.

amazonensis leads to a reduction in macrophage migration in a two-
et al,, 1983; de
Menezes et al, 2017). In contrast, studies using L. infantum have

dimensional environment (Blewett et al., 1971; Bra

shown an increase in BMDM migration following infection, via a
PI3K-dependent pathway (Rocha et al, 2020). Additionally, studies
have demonstrated that, following Leishmania infection, dendritic
cells are able to migrate to draining lymph nodes, enabling antigen
transportation (Leén et al., 2007; Lai et al., 2008). Furthermore, a
recent work published by our group showed that L. infantum, but not
L. amazonensis or L. braziliensis, the latter two being localized forms
of CL, induces dendritic cell migration in a two-dimensional
environment (Rebougas et al, 2021). Alterations in the migration
of infected dendritic cells may significantly impact host immune
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response to Leishmania. This was highlighted by a recent study
reporting that L. amazonensis infection inhibited the migration of
dendritic cells from the site of infection to draining lymph nodes
(Hermida et al,, 2014). Although numerous reports have investigated
leukocyte migration in two-dimensional environments, the study of
migration using a 3D matrix has been relatively limited. Given that 3D
migration occurs within tissues, in vitro models that mimic three-
dimensional extracellular environments can provide valuable insight
into phagocyte migration. To our knowledge, this is the first study
attempting to examine the migration of both Leishmania-infected
macrophages and dendritic cells in an three-dimensional
environment in vitro (Ley et al., 2007; Vérollet et al,, 2011).

Our results evidenced reduced 3D migration in both murine and
human Leishmania-infected macrophages, in association with lower
FAK and paxillin expression, which stands in agreement with the
data obtained from experimentation in a 2D environment by de
Menezes et al. (2017). We also identified increased 3D migration of
human dendritic cells associated with the expression of the same
adhesion complex proteins, which is consistent with data previously
published by our group in a 2D environment (Rebougas et al., 2021).
The phosphorylation of FAK plays a fundamental role in cell
adhesion, since its activation leads to the phosphorylation and
the consequent activation of paxillin, a key protein in cellular
adhesion and migration (Schaller and Parsons, 1995). Studies
using embryonic mouse fibroblasts mutated for FAK, to which
paxillin cannot bind, have demonstrated the loss of localization
and phosphorylation of FAK in focal adhesion, resulting in altered
migration dynamics and inhibited cell adhesion (Deramaudt et al.,
2014). In a study involving T. cruzi, it was observed that this
pathogen is capable of increasing FAK activation, thus increasing
the incidence of cardiomyopathy as well as suggesting an increase in
disease dissemination (Melo et al., 2019).

The actin cytoskeleton is crucial for cell migration, with the Rho
GTPase family of proteins playing a key role in the regulation of this
dynamic process (Ridley and Hall, 1992). The inhibition of Rho GTPases
was shown to provoke deficiencies in cell migration (Sander et al,, 1999).
Herein we observed increased Racl expression in BMDMs infected with
L. braziliensis and L. infantum; by contrast, infection by L. amazonensis
resulted in increased Cdc42 expression. It is possible that the enhanced
expression of these GTPases in macrophages may be associated with
increased actin dynamics at the leading edge of murine macrophages.
However, we also identified reduced expression of Racl and
Cdc42 following infection by all three Leishmania spp. In human
macrophages, which suggests a reduction in actin dynamics at the
leading edge of these cells. The alterations in actin dynamics observed
in murine macrophages infected by Leishmania in a three-dimensional
environment corroborate previously published data from experiments
conducted in a two-dimensional environment by de Menezes et al.
(2017). Additionally, it has been demonstrated that Cdc42 and
Racl promote actin polymerization through the Arp2/3 complex by
activating their effector proteins, N-WASP and WAVE-2, respectively
(Spiering and Hodgson, 2011). Inhibition of Cdc42 has also been
associated with reduced recruitment and chemotaxis of macrophages
during invasion and metastasis (Zhang et al, 2021). Furthermore, a
previous study has reported that macrophages deficient in Racl lose their
ability to invade dense matrix environments such as Matrigel (Wheeler
et al, 2006). Moreover, the differences observed in GTPases between
murine and human macrophages could be related to the fact that murine
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activation of these GTPases in both cell types. In addition, the present
results further identified increased Racl and Cdc42 expression in human

Further studies are required to investigate the state of

dendritic cells infected with L. infantum, but not L. amazonensis or L.
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published work was shown to induce dendritic cell migration upon
Toxoplasma gondii infection, thereby potentiating parasite dissemination
(Lambert et al., 2006). In addition, RhoA, a member of the Rho GTPase
family, plays a crucial role in regulating cell migration by mediating the
formation of stress fibers in the cell body and posterior region (Ridley and
Hall, 1992). Previous studies have also shown that RhoA activity is
associated with reduced cell protrusion (Nobes and Hall, 1999; Rottner
et al, 1999). Additionally, ROCK activation by RhoA can inhibit actin
polymerization (Nobes and Hall, 1999). Furthermore, decreased levels of
active GTP-bound RhoA in macrophages, caused by increased
cholesterol in the cell membrane, hinder cell migration (Nagao et al,
2007). Our findings indicate reduced RhoA expression in murine
macrophages infected with L. 1sis and L. braziliensis, as well
as in human macrophages infected with all three Leishmania
spp. Evaluated. This finding provides evidence of the potential
suppression of RhoA activity by these Leishmania species, which may
result in decreased formation of stress fibers and cell protusion, potentially
impairing cell migration. In contrast, we also demonstrated that infection
with L. infantum led to increased RhoA expression in human dendritic
cells, which could favor cell migration. Our study further investigated the
expression of gelsolin, an actin-binding protein known to facilitate F-actin
breakage (McGough et al., 2003; Silacci et al., 2004; Khaitlina et al,, 2013).
Previous studies have reported that Yersinia’s YopO protein can
phosphorylate gelsolin, leading to actin binding and separation, which
ultimately results in the alteration of actin dynamics in phagocytic cells
(Singaravelu et al, 2017). As our study demonstrated a reduction in
gelsolin expression in murine macrophages infected with L. amazonensis
and L. braziliensis, this could lead to decreased F-actin breakage in these
cells, which may also be responsible for the reduced migration capacity
observed in BMDM.

Taken together, the present study showed that Leishmania
spp. Infection leads to decreased cell migration in both murine
and human macrophages, indicating the critical role of these cells in
controlling parasites at the lesion site. The present findings also
provide evidence of increased human dendritic cell migration
following L. infantum infection, suggesting a potential association
between this cell type and disease visceralization. Elucidating the
mechanisms underlying the migration of Leishmania-infected cells
and their potential role in lesion development and parasite
dissemination is crucial to understanding the pathogenesis of
leishmaniasis. The findings presented herein serve to expand the
base of knowledge on host cell migration during the course of
Leishmania infection, as well as the consequent dissemination of the
parasites within the vertebrate host.
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5 HIPOTESE DO CAPITULO 2

A infeccdo por L. braziliensis induz a producao de mediadores inflamatorios que sao
capazes de alterar a regulagdo e a diferenciacdo de células na medula 6ssea de camundongos,

de forma que, em camundongos infectados in vivo, a migracdo de BMM® ¢ alterada.

5.1 Objetivo do capitulo 2

5.1.1 Objetivo geral do capitulo 2

Caracterizar as alteracdes de BMM® infectados por L. braziliensis ¢ seu papel na

modulacdo da migracao.

5.1.2 Objetivos especificos do capitulo 2

e Avaliar a migragdo de BMM® de camundongos infectados por L. braziliensis em
ambiente bidimensional e tridimensional;

e Avaliaraadesdao de BMM® de camundongos infectados por L. braziliensis em ambiente
bidimensional e tridimensional;

e Investigar a organiza¢do dos filamentos de actina em BMM® de camundongos
infectados por L. braziliensis em ambiente bidimensional e tridimensional;

e Avaliar a formacdo de podossomos em BMM® de camundongos infectados com L.
braziliensis em ambiente bidimensional e tridimensional;

e Avaliar o papel de proteases na migracdo de BMM® de camundongos infectados com
L. braziliensis em ambiente tridimensional;

e Determinar as diferencas na expressdao de proteinas de BMM® de camundongos

infectados por L. braziliensis e camundongos saudéveis por analise protedmica.
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6 MATERIAIS E METODOS DO CAPITULO 2
6.1 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) isogénicos da linhagem Balb/c machos
ou fémeas, com 6 a 8 semanas de idade, obtidos e mantidos no Biotério do IGM, aprovados no
protocolo do CEUA-IGM (Comissdo Etica no Uso de Animais) 002/2021. Os animais foram
infectados com 10° L. braziliensis na orelha, randomizados e divididos em 3 grupos: inicio do
aparecimento da lesdo (2 semanas apds a infec¢do), pico da infeccdo (5 semanas apds a
infeccdo) e cura espontianea (10 semana apds a infec¢do) (Oliveira; Barral, 2005). Nesses
pontos os animais foram eutanasiados com um grupo controle para realizagdo dos ensaios

seguintes (Figura 6).

Figura 6 - Desenho experimental e pontos de eutanasia. Inicialmente 15 animais foram inoculados na orelha
esquerda com 107 parasitos de Leishmania braziliensis e 15 animais foram inoculados com salina para controle. O
primeiro ponto de sacrificio foi na segunda semana de infecc¢do, na qual ocorre o inicio do aparecimento de lesdes
no local. Nesse ponto foram eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle. O segundo ponto de sacrificio
foi na quinta semana, periodo em que ha o pico de infec¢@o nesses animais. Assim como no ponto anterior, foram
eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle. O terceiro e Gltimo ponto foi na décima semana apds a
recuperacdo da lesdo das orelhas dos animais e foram eutanasiados 5 animais infectados e 5 animais controle.

? ?
yo 10 semanas

N
15 inocuIaF ) -5 infectados com -5 infectados com -5 infectados com
L. braziliensis L. braziliensis L. braziliensis L. braziliensis
15 inocular - 5 saudaveis -5 saudaveis -5 saudaveis
salina

Fonte: Autora

6.2 Cultivo de células 1.929

Células de linhagem fibroblastica tumorgénico de camundongos L.929, foram cultivadas
para obtencao de M-CSF (do inglés, Macrophage Colony-Stimulating Factor), em garrafas de
cultura de 75 cm? contendo meio RPMI completo [RPMI 1640 (Gibco) suplementado com 10
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% de Soro Bovino Fetal (Gibco), 1 % de glutamina (Sigma), 1 % de ciprofloxacino, 5 % de 36
bicarbonato de s6dio (Sigma) e 2 % de HEPES (Sigma)] em estufa a 37 °C, com 5 % de COz ¢
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 entdo centrifugadas
a 300 Xg por 10 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram ressuspensas e plaqueadas na
concentracdo de 5x10° em garrafas de 75 cm? com 20 mL de meio RPMI completo por 7 dias.
Apos este periodo, o sobrenadante contendo M-CSF foi coletado, centrifugado a 300 Xg por 10
min a 4 °C para remocgao de células, filtrado em sistema de filtracao de 0,22 um, aliquotado e
mantido a -20 °C para posterior diferencia¢do de células precursoras presentes na medula dssea

em macrofagos.

6.3 Obtencao de macrofagos derivados de medula dssea (BMM®)

Células precursoras de macréfagos presentes na medula 6ssea, foram obtidas por
lavagem da cavidade do fémur e da tibia de camundongos da linhagem Balb/c com meio RPMI
completo [meio Roswell Park Memorial Institute 1640 suplementado com 25 mM de HEPES
(Sigma), 2 g/L de bicarbonato de sodio (Sigma), 20 % de SBF inativado (Gibco), 200 mM
glutamina (Sigma) e 10 pug/mL de ciprofloxacina (Isofarma)] utilizando uma agulha 15 Gauge
e centrifugadas a 300 Xg por 5 min a 4°C. Apds a centrifuga¢do, 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 % CO- overnight.

Macrotfagos residentes da medula foram eliminados por adesdo a placa de Petri e as
células precursoras de macrdofagos, 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 1.929. No 3° ou 4° dia do cultivo, a cultura celular foi
suplementada com meio RMPI contendo 30 % de sobrenadante de L929. Apds 7 dias de
diferenciagdo, os macrofagos de medula dssea, BMM® (do inglés, Bone marrow
macrophages), aderidos foram recuperados por lavagem da placa de cultura com solugdo de
PBS (do inglés, Phosphate Buffered Saline) contendo 1 mM de EDTA, centrifugados 300xg,
10 min a 4 °C, ressuspensos em meio RPMI completo e contados em camara 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 agar-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 inglés, 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 antibidtico gentamicina na
concentracdo de 50 pg/m). Os parasitas foram mantidos em garrafas de cultura de 25 cm? em
estufa B.O.D. a 24°C. Para acompanhamento do crescimento das culturas, o niumero de
parasitos foi quantificado diariamente, utilizando a cdmara de Neubauer, até atingirem a fase
estacionaria de crescimento para realizar a infecgao.

Para manuten¢ao da cepa de L. braziliensis foram utilizados camundongos BALB/c. Os
animais foram inoculados na palma da pata inferior com 5x10° promastigotas em fase
estacionaria de L. braziliensis em um volume total de 20 pL de salina estéril. Trinta dias apos
a infeccdo, estes camundongos foram eutanasiados e seus linfonodos drenantes removidos e

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

6.5 Infec¢ao dos macrofagos

Ap0s a diferenciacdo, os BMM® foram plaqueados sobre laminulas em placas de 24
pocos na concentracio 2x10° por pogo (para imunofluorescéncia 2D e para avaliagio do
percentual de infecgio), em tubos ndo aderentes na concentragio de 5x10° em 2 mL de meio
RPMI completo (para os ensaios de migracao 2D e 3D), em placa de 6 pogos na concentragao
de 2x10° (para os extratos para protedmica e luminex), ou em placas de petri na concentracio
de 107 (para confec¢do posterior das matrizes de colageno). Apds 24 h corridas do
plaqueamento, foi realizada a infecc¢do por L. braziliensis, na propor¢ao 10 parasitos por célula

por um periodo de 24 h. Conforme os grupos identificados abaixo (Figura 7).
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Figura 7 - Esquema dos grupos experimentais: Os macréfagos utilizados nos experimentos tiveram origem de
medula 6ssea de animais infectados por L. braziliensis ou de animais controle inoculados com salina. O grupo 1
(G1) ¢é formado por BMM® de animal saudavel apenas, o grupo 1 + L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) sdo
BMM® de animal saudavel submetidos a infec¢do na propor¢do de 10:1 por L. braziliensis. O grupo 2 (G2) é
formado por BMM® de animais infectados por L. braziliensis in vivo, o grupo 2 + L. braziliensis (G2 + L.
braziliensis) sio BMM® de animais infectados submetidos a infecgdo in vitro na propor¢do de 10:1 por L.
braziliensis.

Controle Grupo 1 Grupo 1 + L. braziliensis

Infeccao

5x10* BMM® de 5x10* BMMQ® de 10:1 (24h)
animais saudaveis animais saudaveis L.braziliensis

Infectado com Grupo 1 + L. braziliensis

L. braziliensis Grupo 2
% Infeccdo

+

10:1 (24h)
5x104 BMMO de 5x10* BMMQ de L.braziliensis
animais infectados

com L. braziliensis

animais infectados
com L. braziliensis

Fonte: Autora

6.6 Percentual de infec¢ao

Ap6s a diferenciagdo, os BMM® foram plaqueados sobre laminulas em placas de 24
pocos na concentracdo 2x10° por pogo. Apods 24 h corridas do plaqueamento, foi realizada a
infeccdo por L. braziliensis (na propor¢ao 10:1) por um periodo de 24 h. Decorrido os tempos
de infeccdo, todos os pocos foram lavados com salina e, em seguida, fixados utilizando
paraformaldeido 4 % (PFA 4%). Para a marcag@o dos nucleos, as células foram montadas com
kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931). Por fim, foram contadas 400 células por
grupo, no microscopio de fluorescéncia Olympus BXS51 para determinagdo do percentual de
infeccdo e numero de parasitos por célula. Todos os grupos foram feitos em triplicata e os

experimentos foram repetidos 3 vezes.
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6.7 Confecciao das matrizes tridimensionais

A matriz fibrilar de colageno tipo I foi preparada na concentracao de 2 mg/mL [Collagen
I (Gibco, Ref: A10483-01) com 10% PBS 10X, 0,26 % NaOH 1IN e ddH>O (Farmace)].
Durante seu preparo, ainda com a matriz fluida, foram acrescentados 10° macrofagos infectados
ou ndo, conforme os grupos identificados anteriormente. As matrizes foram incubadas a 37 °C
e 5 % de COz por 24h, permitindo assim adesdo e migracdo das células a matriz, para posterior

fixacdo com PFA 4 %.

6.8 Avaliacao de migracio de BMM® em ambiente bidimensional e tridimensional

Ap6s a infeccdo dos macrofagos conforme os grupos j4 mencionados anteriormente, 0
h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h ou 72 h de incubagdo, foram colocadas em um sistema de migracao
transwell na concentragio de 2x10°, para a migra¢do 2D. Adicionalmente, para a migracio 3D,
os macrofagos infectados ou ndo, foram incorporados na matriz de coldgeno I, ainda fluida, na
concentracdo de 2x10° células por poco, e colocadas em um sistema de migracdo transwell.
Para os ensaios de migracao no sistema transwell, tanto no modelo 2D como no 3D, foram
acrescidos de MCP-1 (ReD systems, Cat 479-JE) na concentragao 0,01% no pogo inferior como
quimioatrator de macrofagos. As células foram deixadas por 4 h para migrar no sistema
transwell a 37 °C e 5 % de CO». Apo6s esse periodo, 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 coloracao do ntcleo da
célula e da Leishmania. Em seguida, a andlise da migracdo foi realizada pela contagem do
nicleo de células que atravessaram a membrana do inserto da transwell, utilizando o

microscopio de fluorescéncia Olympus BX51.

6.9 Imunomarcacio para proteinas do complexo de adesio, organizacio de actina e

formacao de podossomos

BMM® de camundongos infectados por L. braziliensis foram plaqueados em laminulas
(2D) ou em matriz extracelular (3D) e, ap6s 24 h de infeccao por L. braziliensis, foram fixados
com paraformaldeido a 4 %.

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

adicionado NH4ClI (50 mM) sob agitagdao 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 agitacao por 15 min. Apds o periodo de permeabilizagdo, 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 primarios descritos na tabela 1 por 1 h.
Posteriormente, as células foram lavadas 3 vezes e incubadas com o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado ao fluoréforo Alexa Fluor 594 (0,02 pg/uL) (Invitrogen, Ref:
A11011) ou anti-IgG de rato conjugado ao fluor6foro Alexa Fluor 488 (0,02 pg/uL)
(Invitrogen, Ref: A32723), ambos na proporcao de 1:500 diluidos por no minimo 30 minutos.
Em paralelo, a marcagdo da actina foi feita com faloidina Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat:
A12379) na propor¢ao 1:500, por 45 min. Por fim, as células foram lavadas e as laminulas
montadas em ldminas utilizando ProLongTM Gold Antifade Mountant com DAPI (Invitrogen,
ref: P36931) para marcacao nuclear.

Para a imunomarcacdo 3D, as matrizes foram lavadas 5 vezes com PBS 1X e foi
adicionado NH4Cl (15 mM) sob agitagdo por mais 20 min, lavadas cinco vezes com PBS 1X e
incubadas com solucao pré-bloqueio (2 % de soro bovino albumina [BSA] em Glicina 1 %) por
30 min. As células foram entdo lavadas cinco vezes com PBS 1X e permeabilizadas com
TRITON — X 100 0,5 % durante 15 min. Apds a permeabilizagdo da membrana celular, foi
realizado o bloqueio de ligagdes inespecificas com (1 % BSA em PBS) por 1h e30min. Apos
este periodo, as células foram incubadas com os anticorpos primarios conforme descrito na
tabela 1, diluidos em PBS 1 % BSA, por 1 h a temperatura ambiente. Como controle negativo
da reagdo, um grupo de células foi incubado com IgG de coelho ou rato (10,0 mg/mL) em
substitui¢do ao anticorpo primario. Posteriormente, as células foram lavadas cinco vezes com
PBS 1X e incubadas com anticorpos secundarios anti-IgG de coelho conjugado ao fluoréforo
Alexa Fluor 594 (0,02 pg/uL) (Invitrogen, Ref: A11011) ou anti-IgG de rato conjugado ao
fluoréforo Alexa Fluor 488 (0,02 pg/uL) (Invitrogen, Ref: A32723), ambos na propor¢ao de
1:500 diluidos em PBS 0,3 % BSA por 45 min. Em paralelo, a marcagdo da actina foi feita com
faloidina Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Cat: A12379) na proporgao 1:500, por 45 min. Por fim,
as células foram lavadas cinco vezes com PBS 1X e as matrizes foram entdo montadas
utilizando o kit ProLong Gold DAPI (Invitrogen, ref: P36931) para marcagdo nuclear.

As imagens foram adquiridas em microscopio confocal espectral, modelo TCS SP8 da
Leica e as quantificagdes digitais de fluorescéncia foram realizadas utilizando o software Fiji,

pela quantificacdo da florescéncia de aproximadamente 50 células por grupo.
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Tabela 1 - Anticorpos primarios utilizados nos experimentos

Anticorpos Marca Diluicao Referéncia
anti-FAK (pTyr397) Invitrogen 1:500 RC222574
anti-paxilina (pTyr118) Invitrogen 1:100 QF221230
Anti-Racl BD 1:100 610650
Anti-Cdc42 Invitrogen 1:200 PA1-092X
Anti-RhoA Invitrogen 1:200 OSR00266 W
Anti-gelsolina Sigma Aldrich 1:50 G4896
Anti-talina Sigma Aldrich 1:50 T3287

Anti- vinculina Sigma Aldrich 1:50 V4505

Fonte: Autora

6.10 Avaliacdo da secrecio de proteases por BMM®

Foram realizados imunoensaios baseados na tecnologia Luminex™ xMAP para
quantificar as MMPs nas amostras de sobrenadante do cultivo dos BMM® de camundongos
infectados com L. braziliensis ou saudaveis. Para a detec¢do das metaloproteases, utilizamos o
Kit MILLIPLEX MAP Mouse MMP Magnetic Bead Panel 3 (MERCK, cat: MMMP3MAG-
79K), capaz de detectar MMP2, MMP3, MMP§, MMP9 e MMP12.

Os ensaios se baseiam na metodologia “sanduiche” convencional de dois-sitios € foram
realizados em placas de 96 pocos. Inicialmente, os pogos foram lavados com o tampao de
lavagem sob agitacdo por 10 min (20-25 °C) e, em seguida, foram adicionados os padroes e
controles conforme cada Kit e nos pogos das amostras foi acrescentado o tampdo de ensaio.
Adicionamos entdo a solugdo de matriz em todos os pocos. Como as amostras utilizadas eram
sobrenadantes, a recomendagao ¢ utilizagdo de meio de cultivo como solugdo matriz, em
seguida adicionamos nossas amostras nos pog¢os. Depois, foi adicionado o mix de microesferas
acoplado a anticorpos de captura especificos para as metaloproteases ou citocinas especificas,
a placa foi selada e coberta com papel aluminio para proteger da luz, e deixada por 2 h em
agitacao (20-25 °C). Em seguida, a placa foi lavada e incubada sob agitacao por 1 h (20-25 °C)
com o anticorpo de deteccdo biotinilado para se ligar ao analito especifico. Em seguida, foi
realizada a incubagdo com estreptavidinaficoeritrina (SA-PE) por 30 min (20-25 °C), para
ampliacao do sinal. SA-PE se liga ao anticorpo biotinilado e ¢ responsavel pela revelagdao do
ensaio, por meio da emissao de sinal fluorescente. As microesferas foram lidas no equipamento

Luminex através de sistema duplo de lasers que incide sob as microesferas, a medida que estas
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fluem através do fluxo celular. No Luminex, um feixe de laser detecta a microesfera (o codigo
de cor especifico para o ensaio) € 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 padrdes permitiram a construcao de uma curva

padrdo, a partir da qual foi feita a quantificagdo das amostras.

6.11 Analise de protedomica

A protedmica foi feita a partir dos extratos proteicos de BMM® oriundos de animais
saudaveis e de animais infectados por L. braziliensis, conforme grupos descritos acima. Para
obtencdo dos extratos proteicos, foram adicionados tampao de lise (Tris HCI pH 8,8, SDS 10
%, DTT 1 M e agua milli-Q), agitado no vortex 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
concentracdo de proteinas nos extratos proteicos foi determinada utilizando o BSA Protein
Assay kit (Pierce). Em seguida, os extratos proteicos foram degradados com tripsina e os
peptideos obtidos caracterizados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano.

Ap0s a entrada da amostra no sistema, € realizada a ionizagao eletrospray (IE), a amostra
liquida passa por um tubo microcapilar e ¢ dispensada no espectrometro de massas. Uma vez
dentro do sistema de vacuo, os ions sdo guiados e manipulados por campos elétricos. No
processo de ionizacdo por eletrospray, os peptideos tripsinicos geralmente tornam-se
duplamente protonados, sendo designados como (M + 2H)*+, onde M ¢ a massa do peptideo e
H* ¢ a massa de um préton. Assim, como os espectrometros de massas medem o valor de m/z
(massa/carga).

Os espectros de massas foram identificados no programa MaxQuant, versao 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 reconstitui¢ao das proteinas foi de Mus musculus, baixado do Uniprot, contendo
55.286 sequéncias. Os parametros da busca foram: enzima tripsina, busca especifica,
carbamidometilacdo fixa em cisteina, oxidagao varidvel em metionina ¢ acetilagao N-terminal
variavel em proteinas. A op¢do LFQ (Label-Free Quantification) foi habilitada nas duas buscas
realizadas. A tabela “protein groups” gerada pelo MaxQuant foi usada como entrada no

programa Perseus, versao 2.1.3.0 (Tyanova ef al., 2016.) Os diferentes grupos experimentais
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foram avaliados independentemente para cada semana do experimento. Para isso, fez-se a
conversao dos valores de LFQ intensity para log2 e consideraram-se somente as proteinas com
LFQ Intensity em pelo menos duas réplicas biologicas. Aplicou-se o teste estatistico “one-way
ANOVA (p-value < 0,05), seguido do Post hoc Tukey’s HSD (FDR 0.05) com a indicacao dos
pares que apresentaram diferenga significativa na coluna “significant pairs”, para comparar
estatisticamente os grupos, foi realizado a transformagao das razdes normalizadas em logz com
o valor hipotético de 0O (representando nenhuma alteracao). Proteinas com log> negativo
(mudanga de dobra) foram reguladas negativamente, enquanto proteinas com
log> positivo (mudanga de dobra), na comparagdo entre os grupos avaliados. As proteinas
diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em conjunto (semanas 2, 5 ¢ 10) na
plataforma online GSEA-MSigDB (Tamayo, et al., 2005.) considerando FDR < 0,05. Foi

avaliado o enriquecimento em vias canonicas, hallmark gene sets e ontologia génica.

6.12 Analise estatistica

A andlise 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 determinag@o do uso de testes paramétricos ou nao paramétricos. Para dados paramétricos,
foram utilizados o teste ANOVA (ndo pareado) e sua representacdo foi feita em graficos de
barras, destacando média e desvio padrdo. Para os ndo paramétricos, foram utilizados o teste
Kruskal-Wallis (ndo pareado) e sua representacdo foi feita utilizando gréaficos de violinos ou
box plot, destacando mediana e intervalo interquartil. As diferengas serdo consideradas

estatisticamente significativas quando o valor de p < 0,05.
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7 RESULTADO DO MANUSCRITO 2
7.1 Percentual de infeccido de BMM® infectados por L. Braziliensis

Com o intuito de entender como os BMM® de origem de animais infectados por L.
braziliensis (G2) respondem a infeccdo pelo parasito, realizamos o ensaio comparando o
percentual de infeccdo de BMM® de animais saudaveis (G1) com os de animais infectados in
vivo (G2) nos tempos de 2, 5 ¢ 10 semanas apds a infec¢do. Os resultados mostram um
percentual equivalente de infeccdo entre BMM® de animais saudaveis (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 BMM® de animais
infectados in vivo (G2 + L. braziliensis) apresentaram uma redugdo tanto da taxa de infec¢ao

como do nimero de Leishmania por célula (Figura 8).

Figura 8 - Avaliacao do percentual de infeccio de BMM® infectados por L. braziliensis. BMM®
de animais saudaveis (G1) ou que obtidos de animais infectados por L. braziliensis (G2), em diferentes
semanas, foram plaqueados em laminulas (2x10° /pogo) e infectados por L. braziliensis na proporgdo de 10:1
durante 24 h. Um total de 400 células foram avaliadas randomicamente por microscopia de fluorescéncia
através da marcacgdo nuclear por DAPI. (A) Percentual de macrofagos infectados por L. braziliensis ao longo
do tempo. (B) Média de amastigota de L. braziliensis por macroéfago, ao longo do tempo. (C) Marcagdo dos
nucleos de macréfagos de animais saudaveis (G1) no tempo de 10 semanas. (D) Marcagdo dos nucleos de
macrofagos de animais saudaveis que foram infectados por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) no tempo
de 10 semanas. (E) Marcacgao dos nucleos de macréfagos de animais infectados (G2) no tempo de 10 semanas.
(F) Marcagao dos nucleos de macrofagos 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.
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7.2 Avaliacdo da migracio de BMM® infectados por L. Braziliensis em ambiente

bidimensional

Para comparar a migragdao de macrofagos provenientes de animais saudaveis (G1) com
aqueles de animais infectados (G2), foi realizado um ensaio de migragdo utilizando placas
Transwell. As analises foram conduzidas em ambiente bidimensional nos tempos de 0 h, 6 h,
12 h, 24 h, 4 8h e 7 2h apds a infecg¢do, nos periodos de 2, 5 e 10 semanas (Figura 9). Os
resultados indicam uma reducdo na migragao bidimensional dos BMM® provenientes de
animais saudaveis apos a infec¢do por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), assim como dos
BMM® de animais infectados in vivo (G2), quando comparados aos BMM® de animais
saudaveis (G1), em todos os tempos analisados. Além disso, observou-se um aumento na
migrac¢ao bidimensional dos BMM® de animais previamente infectados por L. braziliensis apds
a infec¢do in vitro (G2 + L. braziliensis), em comparagao com os BMM® de animais infectados

que ndo foram submetidos a infec¢do in vitro (G2), em todos os tempos avaliados (Figura 9).

Figura 9 - Cinética de migracio de BMM® de animais saudaveis ou apds 2, 5 ou 10 semanas de infecciio
por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macréfagos de animais saudaveis (G1) ou de animais infectados
por L. braziliensis por 2, 5 ou 10 semanas (G2) foram incubados e expostos a infec¢do com L. braziliensis na
proporg¢do de 10:1 por 24 h. Em seguida, as células foram lavadas e incubadas por O h, 6 h, 12 h,24 h,48 he 72 h
antes de serem submetidas a um ensaio de migragéo direcional no sistema Transwell. A migragdo ocorreu por 4 h
na presenca de MCP-1 como quimioatrator. Apos esse periodo, a membrana do sistema Transwell foi corada com
DAPI, e os nucleos das células que migraram foram quantificados por microscopia de fluorescéncia. (A) Cinética
de migragdo bidimensional no periodo de 2 semanas. (B) Cinética de migracdo bidimensional no periodo de 5
semanas. (C) Cinética de migragdo bidimensional no periodo de 10 semanas. (D) Area sob a curva referente a 2
semanas. (E) Area sob a curva referente a 5 semanas. (F) Area sob a curva referente a 10 semanas. ***, p<0,001
(ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes.
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7.3 Avaliacao da formacao do complexo de adesio em BMM® infectados por L.

Braziliensis em ambiente bidimensional

Para investigar os mecanismos envolvidos na migracdo, analisamos a formagdo de
complexos de adesio em BMM® provenientes de animais saudaveis (G1) e de animais
infectados (G2), por meio da expressao de pFAK e pPaxilina, proteinas essenciais para a adesao
celular ao substrato. Os resultados demonstram uma redugdo na expressdo de FAK e paxilina
nos macrofagos de animais saudaveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) € nos
macrofagos oriundos de animais infectados in vivo (G2) nos periodos de 2, 5 e 10 semanas.
Além disso, observou-se um aumento na expressao dessas proteinas nos BMM® de animais
previamente infectados quando submetidos a infeccdo in vitro (G2 + L. braziliensis), em
comparagdo com os BMM® de animais infectados que niao foram infectados in vitro (G2)

(Figura 10).
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Figura 10 - Formacio do complexo de adesio em BMM® de animais saudaveis ou apés 2, 5 ou 10 semanas
de infec¢iio por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x103 /pogo) foram plaqueados em
laminulas e incubados por 24 h. Em seguida, foram infectados ou ndo com L. braziliensis na proporgdo de 10:1.
Apos 24 h da infecgdo, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos anti-pFAK e anti-pPaxilina. (A)
Intensidade de fluorescéncia 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 fluorescéncia 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 fluorescéncia 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:
marcacdo com anti-pFAK ou antipPaxilina; Azul: DAPI. *** p<0,001 (ANOVA ou Kruskal-Wallis). Resultado
representativo de 3 experimentos independentes.
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7.4 Avaliacao da organizacio dos filamentos de actina em BMM® infectados por L.

Braziliensis em ambiente bidimensional

Para compreender os mecanismos envolvidos na dindmica do citoesqueleto de actina
durante a migragdo, realizamos imunomarcagao para as proteinas Racl e Cdc42, associadas a
formagao de lamelipddios e filopodios, respectivamente. Além disso, marcamos a proteina
RhoA, que desempenha um papel fundamental na contragao do citoesqueleto de actina, e a
proteina gelsolina, que facilita a clivagem da actina. Adicionalmente, utilizamos faloidina
fluorescente, que se liga especificamente a actina filamentosa. Nossos resultados indicam que,
no periodo de 2 semanas, ha um aumento da expressdo de Racl e Cdc42 nos macrofagos
oriundos de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) em comparacio aos macrofagos
de animais saudaveis (G1). No entanto, quando os BMM® de animais infectados in vivo por L.
braziliensis sdo submetidos a infeccdo in vitro (G2 + L. braziliensis), observa-se uma reducao
na expressdo de ambas as proteinas em relacdo ao grupo G2. Além disso, nos BMM® de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), verificamos um
aumento da expressdo de Racl em comparacdo aos macrofagos de animais saudaveis (G1).
Com relagdo RhoA, observamos uma reducgdo da expressdo desta molécula tanto nos BMM®
de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis), quanto nos
BMM® de animais infectados in vivo (G2), em relagcdo aos macrofagos de animais saudaveis
(G1). Adicionalmente, foi observado que os BMM® de animais infectados por L. braziliensis,
quando submetidos a infec¢do in vitro, apresentam uma redugdo na expressdo de RhoA em
relagdo ao grupo G2. Quanto a expressao de gelsolina, observamos um aumento da expressao
nos BMM® de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis),
nos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), bem como nos BMM® de
animais previamente infectados quando submetidos a infec¢ao in vitro (G2 + L. braziliensis),
quando comparados aos macrofagos de animais saudaveis (G1). Em relacdo a marcagdo com
faloidina, os trés experimentos conduzidos apresentaram variagdes nos resultados. Assim, foi
calculado a média da intensidade de fluorescéncia dos experimentos individuais. A analise ndo

mostra diferengas significativas na expressao de F-actina entre os grupos avaliados (Figura 11).



75

Figura 11 - Organizacio dos filamentos de actina em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apés 2 semanas de infec¢fio por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x103 /pogo) foram
plaqueados em laminulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou ndo com L. braziliensis.
Ap6s 24 horas da infeccdo, as células foram lavadas e marcadas com anticorpos anti-Rac1, anti-Cdc42, anti-RhoA,
anti-gelsolina e com faloidina para marcagdo da actina filamentosa. (A) Intensidade de fluorescéncia para anti-
Rac1 obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji.
(B) Intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50
células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Intensidade de fluorescéncia para anti-RhoA obtida por
microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Intensidade
de fluorescéncia para anti-gelsolina obtida por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células
marcadas utilizando o software Fiji. (E) Intensidade de fluorescéncia para Faloidina obtida por microscopia
confocal Leica SP8, com média da quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software
Fiji de trés experimentos individuais. Vermelho: marcacéo para anti-Cdc42 ou anti-RhoA; Verde: marcagéo para
antiRacl, anti-gelsolina ou Faloidina; Azul: DAPIL. *** p<0,001 (Kruskal-Wallis ou ANOVA). Resultado
representativo de 3 experimentos independentes.
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No ponto de 5 semanas, observou-se um aumento na expressao de Racl nos BMM® de
animais saudaveis infectados por in vitro por L. braziliensis (Gl + L. +braziliensis) e nos
BMM® provenientes de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), quando
comparados aos macrofagos de animais saudaveis (G1). Em contrapartida, a expressao de Racl
foi reduzida nos BMM® de animais infectados por L. braziliensis que foram posteriormente
infectados in vitro (G2 + L. braziliensis) em comparacao ao grupo G2. Além disso, verificou-
se um aumento na expressao de Cdc42 nos BMM® de animais infectados por L. braziliensis
(G2) em relagdao aos macrofagos de animais saudaveis (G1), em conjunto com a expressao
reduzida de Cdc42 nos BMM® de animais infectados por L. braziliensis que foram
posteriormente infectados in vitro (G2 + L. braziliensis) em comparagdo ao grupo G2, de forma
semelhante aos observados em Racl. Quanto a proteina RhoA, houve uma redugdo da sua
expressao nos BMM® de animais saudéveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L.
braziliensis), nos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) e nos BMM®
de animais infectados in vivo por L. braziliensis que passaram por infec¢do in vitro (G2 + L.
braziliensis), quando comparados aqueles do grupo controle de animais saudaveis (G1). Por
fim, ao analisar a expressdo de gelsolina, observou-se um aumento da expressao nos BMM®
de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) em
comparag¢do ao grupo controle (G1). Por outro lado, a expressao de gelsolina foi reduzida nos
BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2) em relagdo aos macrofagos de
origem de animais saudaveis (G1). Quanto a marcagdo com Faloidina, os trés experimentos
realizados apresentaram variagdes nos resultados. Diante disso, foi calculada a média da
intensidade de fluorescéncia dos 3 experimentos independentes, € ndo foram encontradas

diferengas significativas na expressao de F-actina entre os grupos avaliados (Figura 12).
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Figura 12 - Organizacio dos filamentos de actina em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apés 5 semanas de infec¢fio por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x103 /pogo) foram
cultivados em laminulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou néo por L. braziliensis e, aps
24 horas da infec¢do, as células foram lavadas e submetidas a marcagdo com anticorpos anti-Racl, anti-Cdc42,
anti-RhoA, anti-gelsolina, além de Faloidina para a marcacdo da actina filamentosa. (A) Intensidade de
fluorescéncia para anti-Rac1 analisada por microscopia confocal Leica SP8, com quantificagdo da fluorescéncia
de 50 células utilizando o software Fiji. (B) Intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 analisada por
microscopia confocal Leica SP8, com quantificagdo da fluorescéncia de 50 células utilizando o software Fiji. (C)
Intensidade de fluorescéncia para anti-RhoA analisada por microscopia confocal Leica SP8, com quantificagdo da
fluorescéncia de 50 células utilizando o software Fiji. (D) Intensidade de fluorescéncia para anti-gelsolina
analisada por microscopia confocal Leica SP§, com quantificagdo da fluorescéncia de 50 células utilizando o
software Fiji. (E) Intensidade de fluorescéncia para Faloidina obtida por microscopia confocal Leica SP8, com
média da quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji de trés experimentos
individuais. As marcagdes foram distribuidas da seguinte forma: vermelho para anti-Cdc42 ou anti-RhoA, verde
para anti-Racl, anti-gelsolina ou faloidina e azul para DAPI. *** p<0,001 (Kruskal- Wallis ou ANOVA).
Resultado representativo de 3 experimentos independentes.
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No ponto de 10 semanas, observou-se um aumento da expressdao de Racl nos BMM®
de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) e nos BMM®
de animais infectados in vivo por L. braziliensis e posteriormente infectados in vitro (G2 + L.
braziliensis), quando comparados com o grupo controle de BMM® de animais saudaveis (G1).
Em relacdo ao Cdc42, houve uma reducdo da sua expressdao nos BMM® de animais infectados
in vivo por L. braziliensis (G2) quando comparados aos macrofagos de animais saudaveis (G1).
Os resultados também indicaram uma reducao da expressao de RhoA nos macréfagos de origem
de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) € nos
macrofagos de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), em comparagcdo com o grupo
controle de BMM® de animais saudaveis (G1). No entanto, os BMM® de animais infectados
in vivo que foram infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) apresentaram um
aumento na expressao de RhoA em relagdo aos BMM® de animais infectados in vivo por L.
braziliensis (G2). Quanto a expressdo de gelsolina, observou-se um aumento nos BMM® de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis) € nos macrofagos
de origem de animais infectados in vivo (G2), quando comparados ao grupo controle de BMM®
de animais saudaveis (G1). Por fim, em relagdo a marcagao com faloidina, houve variagao nos
resultados obtidos nos trés experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da
intensidade de fluorescéncia desses experimentos independentes, ndo sendo encontradas

diferencas significativas na expressao de F-actina entre os grupos analisados. (Figura 13).
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Figura 13 - Organizacio dos filamentos de actina em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apés 10 semanas de infec¢io por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x103 /pogo) foram
plaqueados em laminulas e incubados por 24 horas. Em seguida, foram infectados ou néo por L. braziliensis. Apds
24 horas de infec¢do, as células foram lavadas e submetidas a marcagdo com anticorpos anti-Racl, anti-Cdc42,
anti-RhoA, anti-gelsolina e faloidina para marcacdo de actina filamentosa. (A) Expressdo da intensidade de
fluorescéncia para Racl, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células utilizando o
software Fiji. (B) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para Cdc42, analisada por microscopia confocal Leica
SP8 e quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (C) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para
RhoA, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (D)
Expressdao da intensidade de fluorescéncia para gelsolina, analisada por microscopia confocal Leica SP8 e
quantificada em 50 células utilizando o software Fiji. (E) Intensidade de fluorescéncia para Faloidina obtida por
microscopia confocal Leica SP8, com média da quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando
o software Fiji de trés experimentos individuais. As marcagdes foram visualizadas em diferentes canais: vermelho
para anti-Cdc42 ou anti-RhoA; verde para anti-Racl, anti-gelsolina ou Faloidina; e azul para DAPI. Os dados
foram analisados estatisticamente utilizando os testes ANOVA ou Kruskal-Wallis, com nivel de significancia de
p<0,001 (Kruskal- Wallis ou ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes.
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7.5 Avaliacao da formacao de podossomos em BMM® infectados por L. Braziliensis em

ambiente bidimensional

Com o intuito de investigar os mecanismos envolvidos na migragdo, analisamos a
formagao de podossomos em BMM® provenientes de animais saudaveis (G1) e de animais
infectados (G2), por meio da expressdo das proteinas vinculina e talina. Os resultados
demonstraram uma diminui¢do na expressao de vinculina nos macréfagos de animais saudaveis
infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis), nos macrofagos de animais
infectados in vivo (G2) e nos macrofagos de animais infectados in vivo, submetidos a infec¢ao
in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao grupo controle de
BMMO® de animais saudaveis (G1), no ponto de 2 semanas. Quanto a marcagado para talina, ndo
foram identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados nesse

mesmo periodo (Figura 13).
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Figura 14 - Formacio de podossomo em macroéfagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou apos 2
semanas de infec¢do por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas e, apds 24 horas de incubagdo, foram infectados ou ndo com L. braziliensis. Passadas 24
horas da infecgdo, as células foram lavadas e submetidas @ marcagéo com anticorpos antivinculina/Faloidina ou
anti-talina. (A) Analise da expressdo da intensidade de fluorescéncia de vinculina por microscopia confocal Leica
SP8. (B) Expressdo de F-actina marcada com Faloidina, visualizada por microscopia confocal Leica SPS. (C)
Imagem mesclada (merge) da fluorescéncia de vinculina e F-actina. (D) Expressio de talina avaliada por
microscopia confocal Leica SP8. (E) Quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas com anti-vinculina
utilizando o software Fiji. (F) Quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas com anti-talina também
utilizando o software Fiji. As marcagdes 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.
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Os resultados obtidos no ponto de 5 semanas demonstram uma redu¢do na expressao de
vinculina nos BMM® provenientes de animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis
(G1 + L. braziliensis) e nos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), em
comparagdo com os macrofagos de animais saudaveis nao infectados (Gl). Além disso,
observou-se que o0s BMM® de animais infectados in vivo, ao serem infectados in vitro por L.
braziliensis (G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na expressao de vinculina em
relagdo aos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2). No que se refere a
expressao de talina, os resultados apresentaram variagdes nos trés experimentos realizados, nao

sendo observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados (Figura
15).
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Figura 15 - Formacio de podossomo em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou apés 5
semanas de infec¢do por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas e, apds 24 horas de incubagdo, infectados ou ndo com L. braziliensis. Decorridas 24
horas da infecgdo, as células foram lavadas ¢ submetidas & marcagdo com anticorpos anti-vinculina, anti-talina e
faloidina para marcagd@o da actina filamentosa (F-actina). (A) Expressdo de vinculina detectada por microscopia
confocal (Leica SP8). (B) Expressdo de F-actina por Faloidina. (C) Imagem combinada (merge) da marcagdo de
vinculina e F-actina. (D) Expressdo de talina. (E) Quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas com anti-
vinculina utilizando o software Fiji. (F) Média da quantificag@o da fluorescéncia de 50 células marcadas com anti-
talina em trés experimentos independentes, utilizando o software Fiji. Vermelho: vinculina; Verde: talina ou
Faloidina; Azul: DAPIL. ***p < 0,001 (teste de Kruskal-Wallis ou ANOVA). Imagem representativa de um
experimento para vinculina e trés experimentos para talina.
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No ponto de 10 semanas, ndo foram observadas diferencas estatisticamente

significativas na expressao de vinculina ou talina entre os grupos analisados. (Figura 16).
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Figura 16 - Formacio de podossomo em macréfagos de medula éssea de animais saudaveis ou apés 10
semanas de infec¢do por L. braziliensis em ambiente bidimensional. Macrofagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas e, apds 24 horas de incubagéo, foram infectados ou ndo por L. braziliensis. Passadas 24
horas da infeccdo, as amostras foram lavadas e submetidas a marcagéo com anticorpo anti-vinculina e Faloidina
ou com anticorpo anti-talina. A analise foi realizada por microscopia confocal (Leica SP8), sendo observada: (A)
a expressdo da intensidade de fluorescéncia para vinculina; (B) a expressdo da intensidade de fluorescéncia para
F-actina; (C) a jungdo (merge) dos sinais de vinculina e F-actina; (D) a expressao da intensidade de fluorescéncia
para talina. A quantificag@o da fluorescéncia foi realizada com o software Fiji em 50 células marcadas com (E)
anticorpo anti-vinculina e (F) anticorpo anti-talina, considerando a média de trés experimentos independentes para
talina. As marcacdes 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 trés para talina.
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7.6 Avaliacao da migracdo de BMM® infectados por L. Braziliensis em ambiente

tridimensional

Para avaliar a migragdo em ambiente tridimensional de macrofagos de origem de
animais saudaveis (Gl) em comparacdo com macréfagos de animais infectados (G2),
realizamos um ensaio de migracdo com placas transwell, onde foi colocado as células em uma
matriz de colageno I, construindo assim um ambiente tridimensional para a célula migrar. Essas
placas permitem que a célula migre do compartimento superior em direcdo ao inferior através
de um estimulo com quimioatrator, atravessando uma membrana porosa, capaz de reter células
aderentes como macréfagos. Foram realizadas cinéticas de migragdo em ambiente
tridimensional nos tempos de O h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h e 72h apo6s a infecg¢ao, nos pontos de 2
semanas, 5 semanas ¢ 10 semanas. Observa-se uma redu¢do da migragdo tridimensional de
BMM® de origem de animais saudaveis, apos a infeccdo por L. braziliensis (Gl+ L.
braziliensis) ¢ dos BMM® de animais infectados (G2) quando comparados aos BMM® de
animais saudaveis (Gl), em todos os tempos avaliados. Adicionalmente, observa-se um
aumento da migracdo tridimensional de BMM® de animais infectados in vivo por L.
braziliensis, ap0s a infeccdo in vitro (G2+ L. braziliensis), quando comparados aos BMM® de
animais infectados por L. braziliensis que ndo foram infectados in vitro (G2) em todas as

semanas avaliadas (Figura 17).
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Figura 17 - Cinética de migracio de BMM® de animais saudaveis ou apés 2, S ou 10 semanas de infeccio
por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrofagos de origem de animais saudaveis (G1) ou apés 2, 5
ou 10 semanas de infecg@o por L. braziliensis (G2) foram incubados e infectados na proporgdo de 10:1 de L.
braziliensis por 24h, as células foram entdo lavadas e incubadas nos tempos de Oh, 6h, 12h, 24h, 48h ¢ 72h, em
seguida, foram submetidos a migragdo direcional em sistema transwell, contendo matriz de colageno I, na presenga
de MCP-1 como quimioatrator por 4 horas de migracdo. Ap6s o tempo decorrido, a membrana do sistema transwell
foi corada com DAPI e os nucleos das células que migraram foram quantificados em microscopia de fluorescéncia.
(A) Cinética de migragao bidimensional no ponto de 2 semanas. (B) Cinética de migracao bidimensional no ponto
de 5 semanas. (C) Cinética de migragdo bidimensional no ponto de 10 semanas. (D) Area sob a curva do ponto de
2 semanas. (E) Area sob a curva do ponto de 5 semanas. (F) Area sob a curva do ponto de 10 semanas. ***,
p<0,001 (ANOVA). Resultado representativo de 3 experimentos independentes.

A Migragéo 3D - 2 semanas B Migragao 3D - 5 semanas
20 30+
— Gt — G1+ L. braziliensis
o
é- 15 — G1+ L. braziliensis g — G2
8 — &2 8 204 — Gt
@ 104 — G2 + L _braziliensis s — G2+ L.braziliensis
> @
8 ° 104 ]
g 5 o
o 7 Z
Z
o A 2
0 0 51015202530354045505560657075

T j LI L § i ! | R o] b I | A
0 51015202530354045505560657075
Hrs

Hrs

c D 2 semanas - 3D E 5 3D
. gomanas:= 10 semanas - 3D

Migracao 3D - 10 semanas 1500

=)
=3
=3

G1
G1+ L. braziliensis

G2
G2 + L.braziliensis

l

Area sob a curva

Area sob a curva
a
2
S

Area sob a curva

N
=]

NP de células/campo
8
|
.&_ ,*&
[

-
o

0

| oLt LT BAAY LIk LAY LAY Bt ERALT BOAY LAY ALAS B LY ELA B
0 51015202530354045505560657075
Hrs

Fonte: Autora

7.7 Avaliacao da formacao do complexo de adesio em BMM® infectados por L

Braziliensis em ambiente tridimensional

Para compreender os mecanismos associados a migragdo em ambiente tridimensional,
utilizamos matrizes de colageno I, onde foram colocados os macréfagos, com a matriz ainda
fluida, de modo que, apos a polimerizagdo da matriz, as células ficaram rodeadas de matriz
extracelular. Foi avaliada a formacdo de complexos de adesao em BMM® de animais saudaveis
(G1) em comparagdo com macrofagos de animais infectados (G2), a partir da expressao de
pFAK e pPaxilina, proteinas chaves na formacao do complexo de adesdo da cé€lula ao substrato.
Nossos resultados indicam uma reducao da expressdao de FAK e paxilina nos macréfagos de
animais saudaveis infectados por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) e nos macrofagos de
origem de animais infectados (G2), nos pontos de 2, 5 e 10 semanas, quando comparados aos

BMM® de animais saudéaveis (G1), em todos os tempos avaliados. Observa-se também que os
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BMMO® de animais infectados in vivo, quando sdo infectados in vitro (G2 + L. braziliensis),
apresentaram um aumento da expressdo de FAK e paxilina quando comparado com o BMM®

de animais infectados in vivo (G2) (Figura 18).
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Figura 18 - Formacio do complexo de adesio em BMM® de animais saudaveis ou apés 2, 5 ou 10 semanas
de infec¢iio por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macrofagos (2x10° /pogo) foram plaqueados em
matriz extracelular, apos 24h de incubagdo, foram infectados ou ndo por L. braziliensis na propor¢ao de 10:1,
decorrido as 24h da infeccdo, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti- pFAK e anti-pPaxilina. (A) Expressao
da intensidade de fluorescéncia para p-FAK e pPaxilina na semana 2, através de microscopia confocal Leica SP8
e quantificag@o da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (B) Expressdo da intensidade
de fluorescéncia para p-FAK e pPaxilina na semana 5, através de microscopia confocal Leica SP8 ¢ quantificacdo
da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressdo da intensidade de fluorescéncia
para p-FAK e pPaxilina na semana 10, através de microscopia confocal Leica SP8 e quantifica¢do da fluorescéncia
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.
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7.8 Avaliacdo da organizacio dos filamentos de actina em bmmg infectados por L.

Braziliensis em ambiente tridimensional

Com o objetivo de entender os mecanismos relacionados a dindmica do citoesqueleto
de actina durante o processo de migracdo em ambiente tridimensional, utilizamos matrizes de
colageno I, onde foram colocados os macréfagos com a matriz ainda fluida, de modo que apos
a polimerizagdo da matriz, as células ficaram rodeadas de matriz extracelular. Para isso, foi
realizada a imunomarcagdo para as proteinas Racl e Cdc42, relacionadas com a formagao de
lamelipddios e filopodios, respectivamente. Adicionalmente, avaliamos a expressao da proteina
RhoA, importante na contragdo do citoesqueleto de actina e gelsolina, que possui funcao de
facilitar a clivagem da actina. Por fim, além de marcagdo com faloidina fluorescente que ¢ capaz
de se ligar a actina filamentosa. Nossos resultados apos 2 semanas de infeccdo in vivo nos
camundongos, mostram que hd um aumento da expressdo de Racl e Cdc42 em BMM® de
animais infectados por L. braziliensis (G2), quando comparados aos macréfagos de animais
saudaveis (G1). Adicionalmente, observamos uma reducdo da expressao de Racl e Cdc42 em
BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis, que foram submetidos a infecg¢ao in
vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao G2. Em contraste,
observa-se uma reducao da expressdo de RhoA em BMM® de animais saudaveis infectados
por L. braziliensis e dos BMM® de animais infectados por L. braziliensis (G2), em relagdo aos
macrofagos de animais saudaveis (G1). Vale ressaltar, que os BMM® de animais infectados
por L. braziliensis in vivo quando infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis),
apresentam uma reducdo da expressdao de RhoA quando comparados aqueles de animais
infectados in vivo (G2). Em relacdo a expressdo de gelsolina, observamos um aumento da
expressao em BMM® de animais infectados por L. braziliensis (G2), quando comparados aos
macrofagos de animais saudaveis (G1). Adicionalmente, observamos uma redugdo da
expressao de gelsolina em BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis, que foram
submetidos a infec¢do in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), quando comparados ao
G2 Por fim, em relacdo a marcacdo com faloidina, houve variacdo nos resultados obtidos nos
dois experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da intensidade de fluorescéncia
desses experimentos independentes, ndo sendo encontradas diferengas significativas na

expressao de F-actina entre os grupos (Figura 19).
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Figura 19 - Organizacio dos filamentos de actina em macro6fagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apos 2 semanas de infec¢io por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macréfagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas, apds 24h de incubagao, foram infectados ou ndo por L. braziliensis, decorrido 24h da
infeccdo, foram lavadas ¢ marcadas com anticorpo anti-Racl, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e faloidina
para marcar actina filamentosa. (A) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Racl através de
microscopia confocal Leica SP8 e quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software
Fiji. (B) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e
quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressao da intensidade de
fluorescéncia para anti-Rho-A através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50
células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-gelsolina
através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o
software Fiji. (E) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para Faloidina através de microscopia confocal Leica
SP8 e quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou
anti-RhoA; Verde, anti-Racl, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; *** p<0,001 (Kruskal- Wallis ou
ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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No ponto de 5 semanas, foi observado um aumento na expressao de Racl e de Cdc42
nos BMM® de animais saudéaveis infectados por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) e dos
BMM® de animais infectados por L. braziliensis (G2), em relagdo ao grupo controle dos
macrofagos de animais saudaveis (G1). Em contrapartida, houve uma redugao da expressao de
Racl nos BMM® 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). Ja com relacdo a RhoA, observa-se uma redugao da expressdo nos BMM® de
animais saudaveis infectados por L. braziliensis (G1 + L. braziliensis), dos BMM® de origem
de animais infectados por L. braziliensis (G2) e BMM® de animais infectados por L.
braziliensis infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) em relagdo aos
macrofagos de animais saudaveis (G1). Adicionalmente, ao analisar a expressao de gelsolina,
observa-se um aumento da expressao nos BMM® de animais saudaveis infectados por L.
braziliensis (Gl + L. braziliensis), quando comparados ao grupo controle (G1). Observa-se
ainda um aumento na expressao de gelsolina nos BMM® de animais infectados in vivo, quando
estes sdo infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), em relagdo aos BMM®
de animais infectados por L. braziliensis (G2) e ao grupo controle de animais saudaveis (G1).
Em relacdo a marcagdo por faloidina, ndo encontramos diferenga na expressao entre os grupos

analisados (Figura 20).
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Figura 20 - Organizacio dos filamentos de actina em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apos 5 semanas de infec¢io por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macréfagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas, apds 24h de incubagao, foram infectados ou ndo por L. braziliensis, decorrido 24h da
infeccdo, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti-Racl, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e Faloidina
para marcar actina filamentosa. (A) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Racl através de
microscopia confocal Leica SP8 e quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software
Fiji. (B) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e
quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressao da intensidade de
fluorescéncia para anti-RhoA através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50
células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-gelsolina
através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o
software Fiji. (E) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para Faloidina através de microscopia confocal Leica
SP8 e quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou
anti-RhoA; Verde, anti-Racl, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; *** p<0,001 (Kruskal- Wallis ou
ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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No ponto de 10 semanas, observou-se um aumento de Racl nos BMM® de animais
saudaveis infectados por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis) ¢ dos BMM® de animais
infectados por in vivo, quando estes sdao infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L.
braziliensis) em relagdo ao grupo controle, macroéfagos de animais saudaveis (G1).
Adicionalmente, observa-se um aumento da expressdo de Racl em BMMO® de animais
infectados por in vivo, quando estes sdo infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L.
braziliensis) em relacdo BMM® de animais infectados por in vivo (G2). Em relagao a Cdc42,
observamos uma redu¢ao na expressao nos BMM® de animais infectados por in vivo (G2) em
relacdo aos macrofagos de animais saudaveis (G1). Adicionalmente, observa-se um aumento
da expressdo de Cdc42 em BMM® de animais infectados por in vivo, quando estes sdo
infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis) em relacdo BMM® de animais
infectados por in vivo (G2). Nossos resultados indicam ainda uma reducdo da expressdo de
RhoA nos macrofagos de animais saudaveis infectados por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis)
e nos macrofagos de animais infectados in vivo (G2), quando comparados com o grupo controle
(G1). Observa-se também que os BMM® de animais infectados, quando sdo infectados in vitro
(G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na expressao de RhoA, quando comparados
aqueles de animais infectados (G2). No que diz respeito a gelsolina, foi observado um aumento
da expressio nos BMM® de animais saudaveis infectados por L. braziliensis (Gl + L.
braziliensis) e uma reducao da expressao nos macrofagos de animais infectados in vivo (G2),
quando comparados ao grupo controle (G1). Vale destacar que os BMM® de animais infectados
in vivo, quando sao infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), apresentaram um aumento na
expressao de RhoA, quando comparados com BMM® de animais infectados in vivo (G2). Por
fim, em relagdo a marcacdo com faloidina, houve variacao nos resultados obtidos nos dois
experimentos realizados. Assim, foi calculada a média da intensidade de fluorescéncia desses
experimentos independentes, ndo sendo encontradas diferencas significativas na expressao de

F-actina entre os grupos (Figura 21).
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Figura 21 - Organizacio dos filamentos de actina em macrofagos de medula 6ssea de animais saudaveis ou
apos 10 semanas de infecgio por L. braziliensis em ambiente tridimensional. Macréfagos (2x10° /pogo) foram
plaqueados em laminulas, apds 24h de incubagao, foram infectados ou ndo por L. braziliensis, decorrido 24h da
infeccdo, foram lavadas e marcadas com anticorpo anti-Racl, anti- Cdc42, anti-RhoA, anti-gelsolina e Faloidina
para marcar actina filamentosa. (A) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Racl através de
microscopia confocal Leica SP8 e quantificag@o da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software
Fiji. (B) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-Cdc42 através de microscopia confocal Leica SP8 e
quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. (C) Expressdo da intensidade de
fluorescéncia para anti-Rho-A através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50
células marcadas utilizando o software Fiji. (D) Expressdo da intensidade de fluorescéncia para anti-gelsolina
através de microscopia confocal Leica SP8 e quantificacdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o
software Fiji. (E) Expressao da intensidade de fluorescéncia para faloidina através de microscopia confocal Leica
SP8 e quantificagdo da fluorescéncia de 50 células marcadas utilizando o software Fiji. Vermelho, anti-Cdc42 ou
anti-RhoA; Verde, anti-Racl, anti-gelsolina ou Faloidina; azul, DAPI; *** p<0,001 (Kruskal- Wallis ou
ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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7.9 Avaliacao da expressao de proteases em BMM® de camundongos infectados com L.

Braziliensis

Para avaliar a expressdao 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 macrofagos.
Observamos que no ponto de 2 semanas houve um aumento da MMP2, MMP8 e MMP12 nos
BMM® de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) e nos BMM® de animais
infectados, quando sdo infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), em relagao aos macrofagos de
origem de animais saudaveis (G1). Foi observado também um aumento da MMP9 nos BMM®
de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) em relagdo aos macrofagos de origem
de animais saudéveis (G1). Ja no ponto de 5 semanas, destaca-se a reducdo da MMP§, MMP9
e MMP12 nos BMM® de origem de animais infectados por L. braziliensis (G2) e nos BMM®
de animais infectados, quando sdo infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), em relagdo aos
macrofagos de origem de animais saudéaveis (G1). No ponto de 10 semanas ndo foi observado

diferenga significativa entres os grupos para nenhuma das MMPs avaliadas (Figura 22).
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Figura 22 - O papel de proteases na migracio de BMM® 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, MMPS§, MMP9. (A)
Média da intensidade de fluorescéncia das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 e MMP12 no ponto de 2 semanas. (B)
M¢dia da intensidade de fluorescéncia das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 ¢ MMP12 no ponto de 5 semanas. (C)
M¢édia da intensidade de fluorescéncia das MMP2, MMP3, MMP8, MMP9 ¢ MMPI12 no ponto de 10
semanas. *** p<0,001 (Three-way ANOVA). Resultado representativo de 2 experimentos independentes.
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7.10 Avaliacao de proteinas identificadas como diferentemente expressas em BMM® de

camundongos infectados com I Braziliensis

Para identificar as proteinas diferentemente expressas de BMM® de animais infectados
com L. braziliensis em comparacdo a BMM® de animais saudaveis, lisamos as células com
tampao de lise contendo DDT. Os extratos proteicos foram entdo degradados com tripsina e os
peptideos obtidos caracterizados por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano.

Duas semanas apo6s a infec¢do, identificamos um total de 26 proteinas diferencialmente
expressas entre os grupos avaliados. Nos BMM® de animais saudaveis (G1), nove proteinas
apresentaram expressao reduzida — incluindo Hidroxiacil Glutationa Hidrolase mitocondrial,
Tirosina-proteina quinase Fes/Fps, Proteina da familia Costars ABRACL, Cadeia leve de
dineina Tctex-tipo 1, 5-formil tetrahidrofolato ciclo-ligase, Peroxirredoxina-1, Proteinas
Ativadoras 1 de Rho GTPases, Endofilina-B1 e Proteina 4 do canal intracelular de cloreto —
enquanto trés proteinas apresentaram expressdo aumentada (Subunidade U2AF do fator de
splicing, Proteina 2 que interage com FMRI1 citoplasmadtica e Fosfatidato citidina transferase
2).

Ao infectar esses macréfagos in vitro (Gl + L. braziliensis), observamos dez proteinas
com expressao reduzida (entre elas, Molécula de interagdo estromal 1, Sialato O-acetilesterase,
Proteinas Ativadoras 1 de Rho GTPase, Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase mitocondrial e
Subunidade B do fator de iniciagdo da tradugdo eucariotica 3) e quatro proteinas com expressao
aumentada (CUGBP membro da familia Elav-like 2, Peroxirredoxina-1, Proteina de subunidade
maior ribossomica ul.11 e Grande transportador de aminoacidos neutros subunidade pequena
4).

Nos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), seis proteinas
apresentaram expressao reduzida (incluindo CUGBP membro da familia Elav-like 2,
Subunidade U2AF do fator de splicing e Fosfatidato citidina transferase 2) e nove proteinas
exibiram expressao aumentada, dentre as quais Hidroxiacil Glutationa Hidrolase mitocondrial,
Proteina da familia Costars ABRACL, Cadeia leve de dineina Tctex-tipo 1 e 5-formil
tetrahidrofolato ciclo-ligase. Ao infectar esses macrofagos in vitro (G2 + L. braziliensis), foram
detectadas quatro proteinas com expressao reduzida (Cadeia leve de dineina Tctex-tipo 1,
Adenina fosforribosiltransferase, Peroxirredoxina-1 ¢ Proteina de subunidade maior
ribossomica uL11) e doze proteinas com expressao aumentada, destacando-se Tirosina-proteina

quinase Fes/Fps, Proteina da familia Costars ABRACL, Molécula de interagdo estromal 1,
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Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase e Subunidade B do fator de iniciacdo da traducao
eucariotica 3. Importante ressaltar que as Proteinas Ativadoras 1 de Rho GTPases e a Proteina
da familia Costars ABRACL, diretamente relacionadas a dinamica da actina e migragao celular,
apresentaram expressao aumentada exclusivamente nos BMM® 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 proteinas apresentou expressdo aumentada nos BMM®
de animais infectados in vivo (G2). Destacam-se a Hidroxiacil Glutationa Hidrolase
mitocondrial (Hagh), altamente expressa em G2, e o CUGBP membro da familia Elav-like 2
(Celf2), cuja expressao foi significativamente maior em G2 comparado aos BMM® de animais
saudaveis infectados in vitro (Gl + L. braziliensis). A Tirosina-proteina quinase Fes (Fes)
exibiu expressdo aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1, enquanto a Proteina da
familia Costars ABRACL (Abracl) foi altamente expressa em G2 e G2 + L. braziliensis, mas
reduzida em G1. A Cadeia leve de dineina Tctex-tipo 1 (Dynltl) foi mais expressa em G2,
porém apresentou expressdo reduzida em Gl e G2 + L. braziliensis. A enzima 5-formil
tetrahidrofolato ciclo-ligase (Mthfsl) apresentou expressdo 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 proteina 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 padrao
semelhante, sendo mais expressas em G2 e menos em Gl + L. braziliensis. A Sialato O-
acetilesterase (Siae) apresentou expressao aumentada em G2 e reduzida em G1 + L. braziliensis.
A Proteina Ativadora 1 de Rho GTPase (Arhgapl) teve expressao aumentada em G2 e G2 + L.
braziliensis, e reduzida em G1 e G1 + L. braziliensis.

Algumas proteinas exibiram expressdo aumentada especialmente nos BMMO® de
animais infectados in vivo e subsequentemente infectados in vitro (G2 + L. braziliensis), como
a Subunidade B do fator de iniciacdo da traducdo eucariotica 3 (Eif3b), Hidroxiacil-coenzima
A desidrogenase mitocondrial (Hadh), Molécula de interacdo estromal 1 (Stiml), Proteina 1
contendo dominio isocorismatase (Isocl) e Componente redutor de amidoxima mitocondrial 2
(Mtarc2). Também a Endofilina-B1 (Sh3glbl) e a Proteina 4 do canal intracelular de cloreto
(Clic4) apresentaram expressao aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1.

Por outro lado, algumas proteinas tiveram expressao aumentada nos BMM® de animais
saudaveis (G1), como a Subunidade U2AF do fator de splicing (U2af2), altamente expressa em
Gl e reduzida em G2, e a Proteina 2 que interage com FMRI1 citoplasmatica (Cyfip2),

aumentada em G1 e reduzida em G1 + L. braziliensis. A Subunidade maior ribossomica ulLL11
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(Rpl12) apresentou expressao elevada em Gl + L. braziliensis e reduzida em G2 e G2 + L.
braziliensis. A Peroxirredoxina-1 (Prdxl) mostrou expressio aumentada em Gl + L.
braziliensis, e reduzida em G1 e G2 + L. braziliensis. Finalmente, o Grande transportador de
aminoacidos neutros subunidade pequena 4 (Slc43a2) foi mais expresso em G1 + L. braziliensis

e menos em G2 (Figura 23 e Tabela 2).



Tabela 2 - Lista de proteinas identificadas como diferentemente expressas nos BMM® no ponto de 2 semanas apds a infec¢do por L. braziliensis

Hydroxyacylglutathione hydrolase, mitochondrial Hagh 1,310 -1.414 0 1.414 0
CUGRBP 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 Dynltl 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 uL 11 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 Aakl 1,335 0 0 0 0
Rho GTPase-activating protein 1 Arhgap1 2,231 -1.817 -1.517 1.817 1.652
Cytoplasmic FMR 1-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 Isocl 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 Sh3glbl 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 - Proteinas identificadas como diferentemente expressas em BMM® de camundongos apés 2
semanas de infecciio por L. braziliensis. BMM® de camundongos saudaveis ou infectados por L. braziliensis
foram lisados e degradados com tripsina, os peptideos obtidos foram caracterizados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano.
(A) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulagdo ou alta regulacdo em macroéfagos de animais
saudaveis (G1). (B) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulac¢do ou alta regulagdo em macréfagos de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteinas
identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macréfagos de animais infectados in vivo por L.
braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macrdofagos
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.
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Na andlise realizada 5 semanas apds a infec¢do, foram identificadas 11 proteinas
diferencialmente expressas entre os grupos avaliados. Nos BMM® de animais saudaveis (G1),
observamos duas proteinas com expressao reduzida (proteina de choque térmico mitocondrial
70 e peroxirredoxina-2) e trés com expressao aumentada (subunidade 4 do complexo THO,
prenilcisteina oxidase 1 e proteina A associada a membrana de vesicula). Nos BMM® de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis), foram
identificadas cinco proteinas com expressao reduzida (subunidade 4 do complexo THO,
subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-fosfato, prenilcisteina oxidase 1, 6-fosfogluconato
desidrogenase descarboxilante e proteina A associada @ membrana de vesicula) e trés com
expressao aumentada (proteina de choque térmico mitocondrial 70, peroxirredoxina-2 e
proteina unc-93 homologo B1).

Nos BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2), foram observadas
quatro proteinas com expressao reduzida (proteina de choque térmico mitocondrial 70, proteina
de ligacdo a fosfatidiletanolamina 1, peroxirredoxina-2 e proteina 1 do canal intracelular de
cloreto) e duas com expressdo aumentada (subunidade 4 do complexo THO e proteina A
associada @ membrana de vesicula). J& nos BMM® de animais infectados in vivo que foram
subsequentemente infectados in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis), foram
identificadas duas proteinas com expressao reduzida (proteina de choque térmico mitocondrial
70 e proteina unc-93 homologo Bl) e seis com expressao aumentada (subunidade 4 do
complexo THO, subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-fosfato, proteina de ligacdo a
fosfatidiletanolamina 1, 6-fosfogluconato desidrogenase descarboxilante, proteina A associada
a membrana de vesicula e proteina 1 do canal intracelular de cloreto) (Figura 23 e Tabela 3). A
subunidade 4 do complexo THO (Alyref) apresentou expressdo aumentada nos BMM® dos
grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis, enquanto mostrou expressdo 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 proteina de choque térmico
mitocondrial 70 (Hspa9) apresentou expressao aumentada em G1 + L. braziliensis, enquanto
teve expressdo reduzida nos grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis. A proteina de ligacdo a
fosfatidiletanolamina 1 (Pebp1) foi mais expressa em G2 + L. braziliensis € menos expressa em
G2. A peroxirredoxina-2 (Prdx2) mostrou expressao aumentada em G1 + L. braziliensis e
reduzida nos grupos G1 e G2. A proteina unc-93 homoélogo B1 (Unc93b1) apresentou expressao
aumentada em G1 + L. braziliensis e reduzida em G2 + L. braziliensis. A prenilcisteina oxidase
1 (Pcyox1) foi mais expressa em Gl e menos expressa em Gl + L. braziliensis. A 6-

fosfogluconato desidrogenase descarboxilante (Pgd) teve expressao aumentada exclusivamente
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em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis. A proteina A associada a membrana
de vesicula (Vapa) apresentou expressdo aumentada nos grupos G1, G2 e G2 + L. braziliensis,
mas reduzida em G1 + L. braziliensis. Por fim, a proteina 1 do canal intracelular de cloreto

(Clicl) foi mais expressa em G2 + L. braziliensis e menos expressa em Gl + L. braziliensis

(Figura 23 e Tabela 3).



Tabela 3 - Lista de proteinas identificadas como diferentemente expressas nos BMM® no ponto de 5 semanas apds a infec¢do por L. braziliensis
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THO complex subunit 4 Alyref 1,899 1.676 -1.676 1.596 1.532
Dolichol-phosphate mannosyltransferase subunit 1 Dpml 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 Pebpl 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 Unc93bl 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 Clicl 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 Dpml 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 - Proteinas identificadas como diferentemente expressas em BMM® de camundongos apos 5
semanas de infecciio por L. braziliensis. BMM® de camundongos saudaveis ou infectados por L. braziliensis
foram lisados e degradados com tripsina, os peptideos obtidos foram caracterizados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano.
(A) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulagdo ou alta regulagdo em macrofagos de animais
saudaveis (G1). (B) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulagdo ou alta regulacdo em macrofagos de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteinas
identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macréfagos de animais infectados in vivo por L.
braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macrdofagos
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.
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Apds 10 semanas de infeccdo, identificamos um total de 6 proteinas diferentemente

expressas entre os grupos analisados. Nos BMM® de animais saudaveis (G1), observamos uma

Mudanga de dobra

Mudanga de dobra
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proteina com expressdo reduzida (Proteina da autofagia 5 — Atg5) e quatro proteinas com
expressdao aumentada: Proteina da subunidade menor do ribossomo uS5 (Rps2), Proteina da
subunidade menor do ribossomo eS1 (Rps3a), Testina (Tes) e Subunidade alfa-1 da ATPase
transportadora de sodio/potassio (Atplal).

Ao infectar esses macrofagos in vitro (G1 + L. braziliensis), foi observada apenas uma
proteina com expressdo reduzida: Testina. Nos BMM® de animais infectados in vivo por L.
braziliensis (G2), detectamos uma proteina com expressao reduzida (Testina) e duas proteinas
com expressao aumentada: Proteina da autofagia 5 e Subunidade sigma-1 do complexo AP-3
(Ap3sl).

Ao infectar in vitro os BMM® de animais infectados in vivo (G2 + L. braziliensis), foram
identificadas cinco proteinas com expressdo reduzida: Proteina da subunidade menor do
ribossomo uS5, Proteina da subunidade menor do ribossomo eS1, Testina, Subunidade alfa-1
da ATPase transportadora de sddio/potassio e Subunidade sigma-1 do complexo AP-3, além de
uma Unica proteina com expressdo aumentada, a Proteina da autofagia 5 (Figura 24 e Tabela
4). Dentre essas proteinas, destaca-se a Testina, componente do complexo de adesdo celular,
que apresentou expressao aumentada nos BMM® de animais saudaveis (G1), enquanto sua
expressao foi reduzida nos grupos G1 + L. braziliensis, G2 e G2 + L. braziliensis. A Proteina
da subunidade menor do ribossomo uS5 (Rps2) e a Proteina da subunidade menor do ribossomo
eS1 (Rps3a) mostraram expressdo aumentada nos BMM® de animais saudaveis (Gl) e
expressdo reduzida nos BMM® de animais infectados in vivo e posteriormente infectados in
vitro (G2 + L. braziliensis). A Subunidade alfa-1 da ATPase transportadora de sddio/potassio
(Atplal) foi expressa de forma aumentada em G1, mas apresentou expressao reduzida em G2
+ L. braziliensis. A Proteina da autofagia 5 (AtgS) exibiu expressao aumentada nos BMM® de
animais infectados in vivo (G2) e nos BMM® infectados in vivo e posteriormente infectados in
vitro (G2 + L. braziliensis), com expressdo reduzida em BMM® de animais saudaveis (G1).
Finalmente, a Subunidade sigma-1 do complexo AP-3 (Ap3sl) foi expressa de forma

aumentada em G2, mas apresentou expressao reduzida em G2 + L. braziliensis.



Tabela 4 - Lista de proteinas identificadas como diferentemente expressas nos BMM® no ponto de 10 semanas apos a infec¢@o por L. braziliensis
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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 Atplal 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 Ap3sl 1,478 0 0 1.638 -1.638

Fonte: Autora
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Figura 25 - Proteinas identificadas como diferentemente expressas em BMM® de camundongos apds 10
semanas de infecciio por L. braziliensis. BMM® de camundongos saudaveis ou infectados por L. braziliensis
foram lisados e degradados com tripsina, os peptideos obtidos foram caracterizados por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) no sistema Orbitrap Fusion Lumos / Ultimate 3000 RSLCnano.
(A) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulagdo ou alta regulagdo em macrofagos de animais
saudaveis (G1). (B) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulagdo ou alta regulacdo em macrofagos de
animais saudaveis infectados in vitro por L. braziliensis (Gl + L. braziliensis). (C) Conjunto de proteinas
identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macréfagos de animais infectados in vivo por L.
braziliensis (G2). (D) Conjunto de proteinas identificadas com baixa regulacdo ou alta regulagdo em macrdofagos
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.
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As proteinas 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 canonicas, que inclui: Conjuntos de genes BioCarta,
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conjuntos de genes do Reactome e conjuntos de genes WikiPathways. Nessa analise foi possivel
identificar a alteracdo 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 alteracdo 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 ¢ GOBP intracellular transport
(Figura 27) (Tabela 5). Adicionalmente, o enriquecimento em Genes caracteristicos 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 candnicas das amostras de BMM® apés 2, 5 e 10 semanas de infecciio
por L. braziliensis. As proteinas diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em conjunto
(semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05. Em verde estdo marcados os
genes que tiveram alteragdes nas respectivas vias identificadas.
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Figura 27 - Enriquecimento em Ontologia genética das amostras de BMM® apoés 2, 5 e 10 semanas de
infeccdo por L. braziliensis. As proteinas diferencialmente expressas foram selecionadas e analisadas em
conjunto (semanas 2, 5 ¢ 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05. Em verde estio
marcados os genes que tiveram alteragdes nas respectivas vias identificadas.
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Figura 28 - Enriquecimento em Genes caracteristicos mapeados por ortologia das amostras de BMM® apos
2,5 e 10 semanas de infec¢ao por L. braziliensis. As proteinas diferencialmente expressas foram selecionadas e
analisadas em conjunto (semanas 2, 5 e 10) na plataforma online GSEA-MSigDB considerando FDR < 0,05. Em
verde estdo marcados os genes que tiveram alteracdes nas respectivas vias identificadas.
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Tabela 5 - Lista de vias identificadas no GSEA como alteradas nas amostras de BMM® apoés 2, 5 e 10 semanas de infeccéo por L. braziliensis

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
independent of th exon funetion complex EIC o7 0 00619 | 133E09 | 0000000765
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 X:ﬁﬁ:ﬁﬁgﬂi@ﬁfﬁ processing in 181 6 00331  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
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8 DISCUSSAO DO MANUSCRITO 2

A leishmaniose ¢ uma doenca infecciosa cuja patogénese ¢ influenciada por fatores
como a genética do hospedeiro e do parasito, bem como pela resposta imunoldgica decorrente
dessa interagdo (Franco; Beverley; Zamboni, 2012). A disseminagdo da Leishmania no
organismo pode gerar manifestacdes clinicas que variam desde tlceras cutaneas autolimitadas
até lesdes mucosas desfigurantes ou, em casos severos, a forma visceral, que se ndo 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 migragao
de diferentes células hospedeiras (Blewett et al., 1971; Bray et al., 1983; Hermida ef al., 2014;
de Menezes et al., 2017; Rebougas et al., 2021). Contudo, a maioria desses estudos avalia a
migragdo em sistemas bidimensionais, enquanto a infiltragdo celular nos tecidos ocorre em um
ambiente tridimensional (Ley et al, 2007). Modelos in vitro tridimensionais oferecem,
portanto, maior relevancia para o estudo da migracdo de fagocitos (Ley et al., 2007; Vérollet et
al., 2011). Deste modo, no manuscrito I, ao investigar a migracdo de células hospedeiras em
ambiente tridimensional, observamos que a infec¢do por diferentes espécies de Leishmania
reduz a migracdo de macrofagos murinos ¢ humanos em ambiente 3D. Por outro lado, L.
infantum aumentou a migracdo de CDs humanas. As alteragdes na migracao tanto em
macrofagos como em CDs foram correlacionadas com mudangas na formagao de complexos de
adesdo e na dinamica do citoesqueleto de actina. Estes dados corroboram com estudos
anteriores em ambiente bidimensional que demonstraram que a infecgdo por Leishmania
compromete a adesdo dos macrofagos a substratos como coldgeno, laminina e fibronectina
(Carvalhal et al., 2004; Pinheiro et al., 2006) e que L. amazonensis reduz a migracdo de
macrofagos em ambiente bidimensional (Blewett ef al., 1971; Bray et al., 1983; de Menezes et
al., 2017). Em contraste, um Unico estudo mostrou que L. infantum aumenta a migracao de
BMM® via PI3K-dependente (Rocha e al., 2020). Ja as células dendriticas demonstram
capacidade de migrar para linfonodos drenantes apds infeccdo, possibilitando o transporte de
antigenos (Leon et al., 2007; Lai et al., 2008). Adicionalmente, Rebougas e colaboradores
(2021) mostraram que apenas L. infantum, mas ndo L. amazonensis ou L. braziliensis, induz
essa migracao de CDs em ambiente 2D. Em conjunto, os dados apresentados no manuscrito
I mostram que a infec¢do por Leishmania spp. levam a reducdo da migragdo celular em
macrofagos, reforcando o papel critico dessas células no controle dos parasitos no local da

lesdo. Além disso, os achados apresentados também fornecem evidéncia de aumento da
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migrac¢do de células dendriticas humanas apos infec¢do por L. infantum, sugerindo uma possivel
associacdo entre esse tipo celular e a visceralizagdo da doenga no hospedeiro vertebrado.

A infeccdo por L. braziliensis, principal agente etiologico da LT no Brasil (Alvar et al.,
2012), induz a producao de mediadores inflamatdrios que intensificam o recrutamento celular,
contribuindo para a formac¢ao das lesdes ulcerativas caracteristicas da doenga (Ashford, 2000;
Akuffo et al., 2018; Scorza, Carvalho, Wilson, 2017). Apesar dessas evidéncias, os efeitos da
infec¢do in vivo sobre a ativacdo, recrutamento ¢ migragao de células derivadas da medula
Ossea, particularmente macréfagos, ainda sdo pouco compreendidos. Considerando a
plasticidade funcional dessas populagdes e a complexidade do microambiente hematopoiético
durante a infecgdo, torna-se essencial aprofundar os estudos sobre a dindmica de recrutamento
e diferenciagdo de células mieloides oriundas da medula 6ssea.

Embora a infec¢do da medula dssea seja um achado classico na LV, evidéncias recentes
indicam que, mesmo nas formas tegumentares, a medula pode ser funcionalmente afetada.
Infecgdes persistentes por L. major demonstraram que o microambiente inflamatorio periférico
¢ suficiente para ativar células-tronco/progenitoras hematopoéticas, promovendo mielopoese,
mesmo sem a presenca direta do parasito (Boettcher et al., 2014; Ferreira et al., 2022).
Adicionalmente, em estudo recente, foi relatada a presenca de L. braziliensis na medula ossea
de camundongos infectados (Floro e Silva et al., 2022), embora ainda faltem evidéncias claras
dessa disseminagdo para o0rgdos visceralizantes em individuos com LT. Casos isolados, como
o de um paciente HIV positivo com parasitos na puncao esternal da medula, sugerem que a
coinfeccdo e a imunossupressdao podem favorecer essa disseminacdo (Barro-Traoré et al,
2008). Além disso, infec¢des cutaneas cronicas também parecem modificar a sinalizagao de
citocinas € quimiocinas no nicho hematopoiético, influenciando a producdao de células
mieloides e modulando a resposta imune sistémica na LT (Ferreira et al., 2022). Esses dados
reforgam a hipotese de que a medula dssea, além de ser um alvo nas formas visceralizantes,
atua como regulador da inflamacao sistémica também na LT. Adicionalmente, o microambiente
inflamatério periférico induzido por Leishmania parece modular a hematopoese e alterar o
recrutamento de macréfagos e células dendriticas a partir da medula (Follador et al., 2002;
Passos et al., 2015), sugerindo que esta possa servir como elo entre o processo inflamatorio
periférico e a manutencao da resposta imune.

Os resultados apresentados no Manuscrito II indicam que BMM® de camundongos
previamente infectados por L. braziliensis respondem de forma diferenciada a infeccdo in vitro,
quando comparados aos BMM® de animais saudaveis. Embora nos estagios iniciais da infec¢ao

nao tenham sido observadas diferencas significativas no percentual de infeccdo ou na carga
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parasitaria entre os grupos, apos 10 semanas, periodo em que os animais ja apresentavam
reduc¢do na lesdo da ulcera auricular e sinais de cicatrizacdo (Oliveira; Barral, 2005), os BMM®
dos animais infectados exibiram uma redugao significativa no percentual de infec¢ao e na carga
parasitaria. Esses achados sugerem que o microambiente hematopoiético sofre modulagdes ao
longo da infec¢do, promovendo alteragdes funcionais nos progenitores mieldides que resultam
em macrofagos mais eficientes no controle da infec¢do. Tal adaptacdo pode estar associada a
indugdo de memoria inata e a reprogramagao funcional das células efetoras geradas durante a
infeccdo (Ferreira et al., 2022).

Os ensaios de migracdo em ambiente bidimensional e tridimensional deste estudo
mostraram que macrofagos G1 + L. braziliensis e G2, apos 2, 5 ou 10 semanas de infecgdo,
apresentaram migra¢do reduzida em comparacdo a G1, em todos os periodos analisados. Esse
dado sugere uma modulagdo do microambiente da medula 6ssea, levando a ativacdo do
macrofago G2 semelhante aquela induzida pela Leishmania (observada em Gl + L.
braziliensis), apesar desta célula ndo ter sido infectada. Curiosamente, observamos ainda que
G2 + L. braziliensis tém sua capacidade migratoria alterada, aumentando a migragdo quando
comparado a G2, o que reforca a hipdtese de que a infec¢do in vivo leva a uma alteracdo do
microambiente da medula e, consequentemente, da ativacdo das células precursoras neste
tecido. Apesar de estudos anteriores ja terem demonstrado que Leishmania é capaz de modular
a migragcdo de células hospedeiras (Blewett, Kadivar, Soulsby. 1971; Bray et al, 1983;
Carvalhal et al., 2004; Pinheiro et al., 2006; De Menezes ef al., 2016), a maioria deles investiga
os efeitos da infec¢do por Leishmania sobre a migragao de macrofagos baseia-se em modelos
in vitro. Esses estudos, embora valiosos para elucidar mecanismos celulares e moleculares
basicos, ndo reproduzem integralmente o ambiente complexo e dindmico
do hospedeiro infectado, bem como, os mecanismos de regulacdo da migracdo celular que
ocorrem in vivo, onde multiplos sinais sistémicos, fatores do microambiente tecidual e resposta
imunologica influenciam o comportamento celular. Nesse contexto, destaca-se a importancia
da modulagdo da medula 6ssea durante a infec¢do por Leishmania. Em estudo recente, foi
demonstrado que a infeccdo in vivo é capaz de reprogramar funcionalmente precursores
mieloides ainda na medula 6ssea (Ferreira et al., 2022). Nossos achados reforcam que a
regulacao deste tecido pode impactar na diferenciacdo e o fendtipo de macrofagos,
influenciando assim na sua capacidade de responder a infec¢ao e no recrutamento dessas células
para o local da infecgdo.

Um dos mecanismos fundamentais na regulacdo da migracao celular ¢ a formacao de

complexos de adesdo. Estudos com fibroblastos embrionarios de camundongos deficientes em
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FAK, nos quais a paxilina ¢ incapaz de se ligar a esta proteina, demonstraram perda de
localizagdo e fosforilacdo de FAK nos pontos de adesdo focal, resultando em alteragdes na
dindmica migratoria e inibi¢cdo da adesao celular (Deramaudt, 2014). Nossos resultados indicam
uma menor formagao de complexos de adesao em G2 e G1 + L. braziliensis, em comparacao a
G1, mostrando novamente uma resposta similiar de G2 as celulas G1 + L. braziliensis, apesar
dos macrofagos G2 ndo terem sido infectados. Essa diferenga foi evidenciada por uma redugao
na expressao 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 alteragdo na formacdo de complexos de adesdo ¢ um fendmeno
continuo, mantido durante a progressao da infec¢do. Adicionalmente, esse dado reforca a
hipotese de que a modulagdo do ambiente da medula 6ssea induzida pela infec¢do in vivo
influencia no perfil de ativagdo do macrofago oriundo deste tecido. Além disso, observamos
que G2 + L. braziliensis, apresentaram aumento na expressao de pFAK e pPaxilina em relagao
a G2, indicando que a infec¢cdo modula a formagao desses complexos. Em estudo conduzido
por Menezes e colaboradores (2016), foi demonstrado que a reducdo da migracdo de
macrofagos em ambiente bidimensional apos a infec¢do por L. amazonensis, esta associada a
diminui¢ao da formagao dos complexos de adesdo e a alteragdo na dinamica do citoesqueleto
de actina. Corroborando com esses achados, observamos também uma menor expressiao de
pFAK e pPaxilina em macrofagos murinos e humanos infectados por diferentes espécies de
Leishmania em ambiente tridimensional (Luz et al., 2023), refor¢ando a relevancia da
modulacdo desses componentes na resposta migratoria celular durante a infeccdo. Nossos
achados estdo de acordo com a literatura que mostram que a adesao celular ¢ fundamental para
que as c¢lulas migrem de forma eficaz (Parsons et al, 2010; Owen et al., 2007).

Um outro mecanismo de migra¢do importante ¢ a organizacao do citoesqueleto de actina
que desempenha um papel fundamental durante o processo de migrac¢do, sendo a familia de
Rho-GTPase essencial nessa dindmica (Ridley; Hall, 1992). J& foi demonstrado que a inibi¢ao
de Rho GTPases provoca deficiéncia na migracao celular (Sander et al., 1999). Assim, para
avaliar o efeito da dindmica da actina ao longo da infec¢cdo em camundongos infectados por L.
braziliensis e seu possivel envolvimento na modulagdo da migracdo em ambiente bidimensional
e tridimensional, a marcacao de F-actina por faloidina e a expressao de moléculas envolvidas
na dindmica destes filamentos de actina como Racl, Cdc42, RhoA e gelsolina. Nossos
resultados indicaram um aumento da expressdo de Racl 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 reducao

da expressao de Racl e Cdc42 em G2 + L. braziliensis, em relacdo a G2, o que nao foi observada
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em G1 + L. braziliensis, em relacdo a G1, em ambiente 2D e 3D. Em contraste, no ponto de 10
semanas apo6s a infec¢do in vivo observamos uma reducio da expressdo 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 Racl ¢ Cdc42 em G2 + L. braziliensis, em relacao a G2, em ambiente
2D e 3D, indicando que ha uma modulagdo da organizacdo do citoesqueleto de actina na borda
anterior da célula. Estudos anteriores ja demonstraram que macréfagos nocautes para Racl,
perdem a capacidade invasiva em ambientes de matriz densa (Wheeler ef al., 2006). Estes dados
sugerem que a infec¢ao por L. braziliensis in vivo pode levar ao aumento da dinamica de actina
e protusdo na borda anterior da célula nos pontos iniciais da lesdo, em 2 ¢ 5 semanas, em
contrapartida, em momentos mais tardios da infec¢do in vivo, ha uma reducdo da dinamica na
borda de ataque da célula. Estudos anteriores ja demonstraram que macroéfagos nocautes para
Racl, perdem a capacidade invasiva em ambientes de matriz densa (Wheeler et al., 2006). Foi
demostrado também um aumento da dindmica de actina em macrofagos murinos apds a
infeccdo in vitro por L. amazonensis (de Menezes et al, 2016). De forma similar, estudos
relataram o aumento da expressdo de Racl apoés a infecgdo in vitro de macréfagos murinos por
L. braziliensis e L. infantum, ao passo que a infec¢do por L. amazonensis leva ao aumento da
expressdo de Cdc42. Em contraste, em macréfagos humanos observa-se uma reducdo da
expressao de Racl e de Cdc42 apos a infecgdo in vitro por diferentes espécies de Leishmania
(Luz, et al. 2023). Estes dados sugerem que a infecg¢do por diferentes espécies de Leishmania
pode levar a uma alteragdo da dindmica de actina e protusdo na borda anterior da célula,
resultando na alteracdo da migracao celular.

Em relacao a RhoA, proteina responsavel pela formagado de fibras de estresse no corpo
celular e na por¢do posterior da célula (Ridley e Hall, 1992), sua atividade est4 associada a
reducdo de protrusdes celulares (Nobes e Hall, 1999; Rottner, Hall e Small, 1999). A ativacao
da ROCK por RhoA pode inibir a polimerizacdo de actina (Zebda et al., 2000). Nossos
resultados mostram uma redugdo da expressao de RhoA no grupo G2 em comparagao ao grupo
G1, tanto em ambiente 2D quanto 3D, em todas as semanas avaliadas. Além disso, observamos
um aumento na expressdo de RhoA no grupo G2 + L. braziliensis, em relagdo ao G2, também
em ambos os ambientes apos 10 semanas de infec¢do in vivo, indicando uma possivel
modulagdo da contracdo do citoesqueleto de actina. Estudos prévios ja demonstraram uma
redugdo da expressao de RhoA em macréfagos murinos infectados in vitro por L. amazonensis
e L. braziliensis, bem como em macrofagos humanos infectados por diferentes espécies de
Leishmania (Luz et al., 2023), sugerindo que a infec¢do por Leishmania pode suprimir a

atividade de RhoA.
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Além da familia Rho GTPase, investigamos o papel da gelsolina, uma proteina de ligacdo a
actina que promove a fragmentagado dos filamentos de F-actina (Khaitlina, Fitz e Hinssen, 2013;
McGough et al., 2003; Silacci et al., 2004). Neste estudo, observamos um aumento na expressao
de gelsolina em BMM® de camundongos apos 2 semanas de infeccao in vivo, quando
comparados aos BMM® de animais saudéaveis, em ambiente 2D e 3D. Além disso, apo6s 5
semanas de infec¢do in vivo, também observamos uma redugdo da expressdo de gelsolina em
comparagao aos animais saudaveis, em ambiente bidimensional. Em ambiente tridimensional,
houve uma redugdo apods 10 semanas, em relagcdo aos controles saudaveis. Esses achados estdao
de acordo com estudos anteriores que demonstraram a reducdo da expressdo de gelsolina em
macrofagos murinos infectados in vitro por L. amazonensis e L. braziliensis em ambiente
tridimensional (Luz et al., 2023).

Os podossomos sao estruturas especializadas de adesao celular, caracterizadas por um
nucleo central rico em F-actina, cercado por proteinas associadas a adesdo, como talina e
vinculina. Essas formagdes atuam como pontos de contato entre a célula e a matriz extracelular
(Murphy e Courtneidge, 2011; Foxall ef al., 2016; Martino et al., 2016). Neste estudo, ao
avaliarmos a expressao de talina e vinculina em ambiente bidimensional, observamos uma
reducdo na expressao de talina em BMM® de camundongos apds 2 e 5 semanas de infecgao in
vivo, em compara¢do aos BMM® de animais sauddveis. No entanto, apds 10 semanas de
infec¢do, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. No ponto de 5
semanas, observamos ainda um aumento na expressdo de vinculina no grupo G2 + L.
braziliensis em relagao ao G2. Por outro lado, ndo foram detectadas diferencas estatisticas na
expressao de talina entre os grupos ao longo das semanas avaliadas. Evidéncias da literatura
indicam que alteracdes na expressao e na organizacgao espacial das proteinas talina e vinculina
em células infectadas por patdgenos intracelulares podem influenciar diretamente a capacidade
migratoria dessas células (Brito ef al., 2023; Cook, Ueno e Lodoen, 2018; Melo ef al., 2018).
Ja foi relatada, por exemplo, uma reducdo nas areas de adesdo contendo vinculina em
macrofagos infectados por Toxoplasma gondii, associada ao aumento da migracdo celular
(Cook, Ueno e Lodoen, 2018). Em relacdo a Leishmania, Brito e colaboradores (2023)
demonstraram que macrofagos infectados por L. amazonensis apresentam reducao na expressao
de talina e vinculina. Os dados apresentados neste estudo, em conjunto com a literatura, indicam
que a infeccao in vivo por Leishmania € capaz de modular a expressao de proteinas associadas
a formagdo de podossomos de maneira dindmica e dependente do tempo de infec¢ao.

Além da migracdo ameboide, a migracdo do tipo mesenquimal é essencial para o

deslocamento celular através dos tecidos, permitindo, a transposi¢ao de barreiras estruturais
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como a membrana basal (Van Goethem et al, 2010). Nesse tipo de migragdo os macrofagos
adotam predominantemente um padrao de migracdo que depende da secrecao de proteases e da
subsequente degradacdo da matriz extracelular (Wiesner, 2014). Esse processo de degradacao
¢ mediado principalmente por MMPs (Verollet et al, 2011). A literatura evidencia que a
infeccdo por Leishmania induz a expressao de MMPs em macrofagos do hospedeiro, facilitando
a degradacao da matriz extracelular (Liarte et al., 2001; Carvalhal et al., 2004). A participacao
dessas enzimas ja foi correlacionada com a progressao da LV tanto em humanos quanto em
caes (Machado et al., 2010). A elevacao da atividade dessas enzimas também tem sido apontada
como indicativa do desenvolvimento da forma mucocutanea da doenga (Murase et al., 2018;
Maretti-Mira et al., 2011). Ao quantificar as MMPs nos sobrenadantes do cultivo dos
macrofagos, nossos resultados indicaram um que no ponto de 2 semanas houve um aumento da
MMP2, MMP8 MMP9 MMP12 em G2 em relagdo a G1. Foi observado também uma redugao
das MMP2, MMP9 ¢ MMP12 em BMM® em G2 + L. braziliensis, em relacdo a G2. Em
contrapartida, no ponto de 5 semanas, destaca-se a reducdo da MMP8, MMP9 ¢ MMP12 nos
em G2 e em G2 + L. braziliensis, em relacdo a G1. Adicionalmente, observamos um aumento
das MMP9 e MMP12 em G2 + L. braziliensis em ralacdo a G2. No ponto de 10 semanas nao
foi observado diferenga significativa entres os grupos para as MMPs avaliadas. Estudos ja
relataram niveis baixos de MMP2 apds a infec¢do por Leishmania (Machado et al., 2010;
Maretti-Mira et al., 2011), o aumento de MMP?2 est4 também associado com o processo de re-
epitelizacdo das lesdes e sucesso terapéutico (Maretti-Mira ef al., 2011). Com relacdo a MMPS,
estudos ja demostraram um aumento na secre¢ao dessa metaloproteinase, por células infectadas
com Alpgl L. infantum em comparacdo com aquelas infectadas com parasitas WT. Além disso,
a degradacdo da matriz de coldgeno I foi significativamente aumentada em células infectadas
com parasitas Alpgl, mas ndo em controles infectados com WT (Quintela-Carvalho, et al.
2022). Niveis elevados de MMP9 tém sido observados em contextos de infeccdo por
Leishmania, estando associados a degradagdo extracelular da matriz e a modulacdo da
permeabilidade microvascular, eventos importantes na resposta inflamatoria (Campos et al.,
2014; Maretti-Mira et al., 2011). Macrofagos de individuos com menor atividade de MMP9
demonstrou serem mais eficazes no controle da infeccao por L. braziliensis no sitio inicial da
infec¢do, o que pode contribuir para o desenvolvimento da forma LCL (Maretti-Mira et al.,
2011). Pacientes na fase pré-ulcerativa da doenca produzem niveis de MMP9 menores do que
os que estdo em fase ulcerativa, sugerindo que a progressdo da doenga pode estar associada

com o aumento dos niveis de MMP9 (Campos ef al., 2014). Contudo, estudos na literatura nao
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observaram o balanco das MMPs, na progressao da leishmaniose em conjunto com a migragao
de macrofagos apos a infeccao in vivo.

Pesquisas em grande escala t€ém contribuido para a identificagao de novos genes e redes
de interagdao genética, além de aprofundar a compreensao sobre como células e organismos
respondem a diferentes estimulos. Contudo, ¢ fundamental utilizar métodos que possibilitem a
andlise das proteinas em sua forma nativa, refletindo os niveis reais das proteinas
funcionalmente expressas pelas células (Gygi et al, 1999). Nesse contexto, as analises
protedmicas tém se mostrado ferramentas essenciais para identificar, em larga escala, a
composicao proteica das células em resposta a estimulos externos e internos (Graves; Haystead,
2002). Deste modo, no manuscrito Il utilizamos analise protedmica com o objetivo de investigar
as alteracdes induzidas em BMMEF apds a infecgdo in vivo de camundongos.

No ponto de 2 semanas apds a infec¢ao por L. braziliensis, foram identificadas 26
proteinas diferentemente reguladas. A proteina mitocondrial Hidroxiacil Glutationa Hidrolase
(HAGH), com expressao aumentada em G2 e diminuida em G1, integra o sistema glioxalase,
principal via de detoxificacdo do metilglioxal, subproduto téxico da glicélise, convertendo-o
em d-lactato através da glutationa (Cordell ef al., 2004). Nos tripanossomatideos, o acuimulo de
metilglioxal, seja por aumento de sua produgdo ou inibicdo de sua degradacdo, pode ser letal
aos parasitas, o que torna o sistema glioxalase um potencial alvo terapéutico (Souza et al.,
2005). Outra enzima com expressao aumentada em G2 e reduzida em G1 + L. braziliensis foi
a Fosfatidato citidina transferase 2 (CDS2). Essa proteina catalisa a redu¢do de moléculas N-
oxigenadas, atuando como contrapartida do citocromo P450 e das monoxigenases contendo
flavina em ciclos metabolicos (Ott et al., 2014; Kotthaus et al., 2011). J4 a proteina CUGBP
Membro da familia Elav-like 2 (CELF2), que também apresentou expressao aumentada em G2
e reduzida em G1+ L. braziliensis, estd envolvida em adesdo 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 expressao aumentada em G2 e expressao reduzida em G1 + L. braziliensis.
Esta proteina participa da degradagao de glicoproteinas ligadas a asparagina (Fisher; Aronson,
1992).

A maior parte das proteinas diferentemente expressas apresentou expressao aumentada
em G2 + L. braziliensis. A enzima mitocondrial Hidroxiacil-coenzima A desidrogenase
(HADH), apresentou expressdo aumentada em G2 + L. braziliensis e diminuida em G1 + L.
braziliensis, e esta associada a beta-oxidagao de 4cidos graxos (Barycki ef al., 1999; Clayton et
al., 2001). Dados na literatura ja associaram sua expressao reduzida ao aumento da expressao

de p-Akt e a expressao reduzida de PTEN, que promove a migragdo e invasao de cé€lulas de
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cancer gastrico (Shen, 2017). Com relacdo a infeccdo por Leishmania, um tUnico estudo
utilizando dados transcriptomicos de BMM® infectados por L. major observou a coexpressao
dos genes Acodl, Ldlr, Hadh e Src, associando-os ao metabolismo lipidico e a polarizagdo de
macrofagos em diregdo ao fenotipo M2, criando assim um ambiente favoravel a sobrevivéncia
de Leishmania (Kihel et al., 2025). O componente redutor de amidoxima mitocondrial 2
(MTARC2) também apresentou expressdo aumentada em G2 + L. braziliensis ¢ expressao
diminuida em G1 + L. braziliensis. Essa proteina catalisa a redugdo de moléculas N-oxigenadas,
atuando como contrapartida do citocromo P450 e das monoxigenases contendo flavina em
ciclos metabdlicos (Ott et al, 2014; Kotthaus et al., 2011). Outra proteina que apresentou
expressao aumentada em G2 + L. braziliensis e expressdo reduzida em G1 + L. braziliensis foi a
subunidade B do fator de iniciacdo da tradugdo eucariotica 3 (EIF3B). Esta proteina ¢ um
componente de ligagdo ao RNA do complexo do fator de iniciacdo da tradugdo eucariotica 3
(eIF-3), necessario para varias etapas do inicio da sintese proteica. A deplegao de elF3b reduziu
o crescimento de células cancerigenas in vitro, inibiu a migracao e interrompeu o citoesqueleto
de actina e as adesoes focais (Wang, 2013). Adicionalmente, a supressdo de EIF3B inibiu a
invasdo e a metastase de células do carcinoma por meio da estimulagdo da via de sinalizagdo
TGFBI/MAPK/ERK (Wang et al., 2024). Além das proteinas mencionadas acima, a proteina 1
contendo dominio isocorismatase (ISOC1) também apresentou expressdo aumentada em G2 +
L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis e G2. Essa proteina, pertencente a familia das
hidrolases, pode catalisar a transforma¢do do isocorismato em 2,3-di-hidroxi-2,3-di-
hidrobenzoato e piruvato (Young; Gibson, 1969). Estudos recentes revelaram que a expressao
de ISOCI foi aumentada em tecidos de cancer de pulmao e que esse aumento esta associado ao
aumento da proliferacao, migragao e invasao, causando um pior prognostico dos pacientes (Shi
et al., 2021). In vitro, a inibicdo da expressd@o de ISOCI inibiu a prolifera¢do e a migragao e
induziu a apoptose de células de cincer de cdlon através da via AKT/GSK-3 (Gao et al., 2020).
Outro estudo mostrou que a inibicdo do ISOCI1 pode prejudicar a tumorigénese € a progressao
do cancer gastrointestinal por meio da ativacdo da via da proteina quinase B (Akt)/glicogénio
sintase quinase-3 beta (GSK-3f) (Cheng et al., 2019). Outra proteina descrita por participar do
processo de migragdo celular foi a proteina 4 do canal intracelular de cloreto (CLIC4), que
apresentou expressdao aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1. Em seu estado
solivel, essa proteina catalisa reacdes de troca de dissulfeto de tiol semelhantes a 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 ions dependentes de voltagem (Littler

et al., 2005). A superexpressao do CLIC4 pode reativar os efeitos supressores de tumores
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induzidos pela inibi¢do do TDRG1, que ¢é capaz de promover a prolifera¢do, migracao e invasao
celular no cancer de mama (Lv; Dong; Gao, 2021). Na membrana plasmatica, o CLIC4
neutraliza a formacdo de filopddios e, apds a ativagdo de Rho, o CLIC4 transloca-se
reversivelmente do citosol para a membrana plasmatica para regular a adesdo e a migragao
celular (Argenzio; Innocenti, 2020). Adicionalmente, a Endofilina-B1 (SH3GLB1) também
apresentou expressao aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1. Esta proteina
¢ necessaria para a dinamica normal da membrana mitocondrial externa e no transporte
mediado por coatdmero (Yang et al., 2006). Além disso, ha indicios de que estd envolvida na
ativacdo do apoptose dependente de caspase, promovendo a ativagdo de BAX/BAKI
(Takahashi ef al., 2005). A isoforma 1 ativa a lipidio quinase de PIK3C3 durante a autofagia e
regula o trafego de ATG9A do complexo de Golgi para o citoplasma periférico para a formagao
de autofagossomos, induzindo a fragmentagdo da membrana de Golgi (Wang et al., 2014). Ja a
proteina 2-hidroxiacil-CoA liase 2 (ILVBL), apresentou expressdo aumentada em G2 e G2 +
L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis e esta envolvida na clivagem dependente de
TPP durante a alfa-oxidacdo de 4cidos graxos no reticulo endoplasmatico (Kitamura et al.,
2017).

Apenas uma proteina apresentou expressio amentada em Gl e uma em Gl + L.
braziliensis. A Proteina 2 que interage com FMR1 citoplasmatica (CYFIP2) teve sua expressao
aumentada em G1 e reduzida em G1 + L. braziliensis e participa da remodelagdo de actina e a
metastase em cancer de mama através do eixo ELK3-CYFIP2 (Choi et al., 2025). Ja a proteina
do grande transportador de aminoécidos neutros subunidade pequena 4 (SLC43A2) apresentou
expressao aumentada em G1 + L. braziliensis e expressdo reduzida em G2. Essa proteina ¢
responsavel por mediar o transporte dos aminoacidos estereoespecificos L-fenilalanina, L-
metionina e L-ramificados entre o espago extracelular e o citoplasma, e controlar a reabsor¢ao
transepitelial de aminoéacidos neutros (Bodoy et al., 2005).

O perfil protedmico identificado na segunda semana de infeccao por L. braziliensis
revela um momento critico na patogénese da LT, caracterizado pelo inicio da formacao da lesdao
cutinea e pela ativagdo das primeiras respostas imunes adaptativas no modelo murino (Oliveira;
Barral, 2005). Nesse estagio, observam-se alteragdes marcantes em vias relacionadas a
migracao celular, adesdo, remodelagdo do citoesqueleto e metabolismo energético, sugerindo
um cenario de recrutamento ativo de células imunes para o sitio da infec¢ao (Scott; Novais,
2016). Ao todo, doze proteinas foram associadas a processos de migragao celular, incluindo
ARHGAPI, envolvida na regulacdo das Rho GTPases (RhoA, Racl e Cdc42), fundamentais
para a dindmica do citoesqueleto (Ridley e Hall, 1992; Sander et al., 1999); CYFIP2, que atua
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na adesdo de células T e remodelacdo de actina (Saller et al., 1999; Mayne et al., 2004); EIF3B,
relacionada a estrutura do citoesqueleto e adesdes focais, com acdo funcional dupla sobre o
citoesqueleto e a adesao (Wang, 2013); ISOCI1, envolvida em migracdo e invasao via
AKT/GSK-3pB (Gao et al., 2020); CLIC4, que regula a adesao e a migragao celular por meio de
sua translocagdo para a membrana apds ativa¢do de Rho (Argenzio e Innocenti, 2020); HADH,
cuja expressao reduzida estd associada a ativagao da via AKT e aumento da migragao em células
tumorais (Shen, 2017); STIM1, amplamente estudada por seu papel na migragao celular,
modulando a polimerizagdo de actina, formagdo de protrusdes, ativacao de PI3K, Racl,
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 a metastase em carcinomas
hepatocelulares (Zhao et al., 2020) e a migra¢dao de células dendriticas (Nunes-Hasler et al.,
2017); U2AF2, cuja estabilizacdo promove tumorigénese via sinalizagdo AKT/mTOR (Li et
al.,, 2019) e que regula a troca de isoformas de CD44 necessaria & migragao ¢ metastase via
ativacao de Src/Fak/RhoA (Zhang, 2016); FES, tirosina-proteina quinase que regula a migracao
celular via glicosilacdo do a-distroglicano (Yoneyama et al., 2012), promove migracdo por
meio da via JNK (Li et al., 2019) e atua no recrutamento de leucocitos durante a inflamagao
(Parsons et al., 2007); ABRACL, proteina da familia Costars que modula a migragdo celular
alterando a dinamica da actina (Hsiao et al., 2021); CELF2, envolvida na modulacdo de
multiplas vias de sinalizagdo celular como MAPK, PI3K/AKT, ERAD, autofagia e Wnt/-
catenina (Li ef al., 2023), associada a proliferacdo, migracdo e invasdo em diversos tipos de
cancer (Liao, Chen e Wang, 2019; Shi et al., 2021; Wang et al., 2020); e PRDX1, associada a
migracao e invasao celular em varios tipos de cancer (Fang et al., 2015; Niu et al., 2016; Cai et
al., 2017). Dentre essas proteinas, algumas ja foram previamente associadas a infeccao por
Leishmania, reforgando sua relevancia no contexto da patogénese. A ARHGAPI, ativadora de
GTPase da familia Rho, foi descrita como modulada em macréfagos e células dendriticas
infectadas por diferentes espécies de Leishmania, sugerindo seu papel na reorganizagdao do
citoesqueleto induzida pelo parasita (Rebougas, 2021; Luz et al., 2023). A HADH, enzima
mitocondrial envolvida na beta-oxidacdo de acidos graxos, foi identificada em andlises
transcriptomicas de macrofagos infectados por L. major, sendo coexpressa com outros genes
relacionados ao metabolismo lipidico e a polarizagdo para o fendtipo M2, o que favorece a
sobrevivéncia do parasita (Kihel et al, 2025). Além delas, a proteina mitocondrial HAGH
(Hidroxiacil Glutationa Hidrolase), integrante do sistema glioxalase, desempenha um papel
essencial na detoxificagcdo do metilglioxal, cujo acimulo pode ser letal aos tripanossomatideos,

sendo considerada um potencial alvo terapéutico (Souza et al., 2005). A PRDXI
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(Peroxirredoxina-1), por sua vez, integra a maquinaria antioxidante de Leishmania e contribui
para a resisténcia do parasita frente a agdo microbicida do hospedeiro, sendo investigada como
alvo terapé€utico em diferentes estudos (Barr; Gedamu, 2003; Jaeger; Floh¢, 2006; Iyer ef al.,
2008; Castro, Duarte; Tomas, 2018; Acestor et al., 2006). A enzima APRT (Adenina
Fosforribosiltransferase), essencial na recuperacdo de adenina e sintese de poliaminas, ¢
indispensavel para o metabolismo de protozodrios como L. donovani, refor¢ando a importancia
das vias de purina na manuteng¢ao da viabilidade do parasita (Phillips et al., 1999; Bashor et al.,
2002). Assim, a segunda semana de infec¢ao representa um ponto-chave de transi¢ao, no qual
o perfil proteico dos macrofagos reflete um equilibrio dindmico entre as respostas do hospedeiro
para conter a infecgdo e alteragdes celulares associadas a presenga do parasita, em um cenario
marcado pelo surgimento das primeiras lesdes cutdneas, inflamacdo local e ativacdo dos
processos imunoldgicos iniciais.

Nosso estudo foi capaz de identificar, no ponto de 5 semanas apds a infec¢do de
camundongos por Leishmania braziliensis, um total de 11 proteinas diferencialmente expressas.
Duas proteinas descritas por participar o processo de migracdo celular apresentam expressao
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 exportagdo de mRNA, integrando o
complexo TREX, que participa da transcri¢do, processamento e exportagdo nuclear de mRNAs
(Guo et al., 2005; Masuda et al., 2005). Estudos mostram que ALYREF, por meio da interacao
com mRNAs como o de Cdc42, pode promover proliferacdo, migracdo e invasdo celular via
sinalizacdo PI3K-AKT (Zhao ef al., 2004). J4 a proteina associada a membrana de vesicula
(VAPA) ancorada no reticulo endoplasmatico (RE) que medeia a formacao de locais de contato
entre 0 RE e os endossomos por meio da interacdo com proteinas contendo o motivo FFAT,
como STARD3 ou WDR44 (Di Mattia ef al., 2020). Além disso, ¢ recrutada para a membrana
plasmatica por meio da ligagdo de OSBPL3 (Weber-Boyvat et al., 2015). O complexo
OSBPL3-VAPA estimula a sinalizagio RRAS, que por sua vez atenua a ativacao da integrina
beta-1 (ITGB1) na superficie celular (Weber-Boyvat et al., 2015). Células epiteliais de
adenocarcinoma depletadas para VAPA exibem varios defeitos de motilidade coletiva e
individual, citoesqueleto de actina desorganizado e atividade protrusiva alterada.
Adicionalmente, durante a migragdao, o VAPA regula a dindmica das adesdes focais (Siegfried
et al., 2024). Com relacdo a Leishmania, estudo mostra que ap6s a infeccdo de BMM® com L.
amazonensis, VAPA se associa gradualmente a vacuolos parasitoforos e que a inibicdo da

VAPA impediu a replicagdo do parasito (Gdovinova; Descoteaux, 2025).
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Das onze proteinas identificadas no ponto de 5 semanas, quatro proteinas apresentaram
expressdao aumentada em G2 + L. braziliensis. A subunidade 1 da manosiltransferase dolicol-
fosfato (DPM1) apresentou expressao aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 +
L. braziliensis. Essa enzima participa da sintese de dolicol fosfato manose, essencial para
glicosilacdo de proteinas (Maeda et al., 2000). Outra proteina que apresentou expressao
aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1 + L. braziliensis foi a 6-fosfogluconato
desidrogenase descarboxilante (PGD). Esta proteina ¢ responsavel por catalisa a
descarboxilagdo oxidativa de 6-fosfogluconato em ribulose 5-fosfato, com reducao de NADP
em NADPH (Wexler et al., 1998). A inibicdo da atividade da PGD atenuou a proliferacao,
migragdo e invasdo de células de adenocarcinoma de pulmao, através da inibi¢ao de p-AMPK
(Wu et al.,, 2024). Além disso, a inibicdo da 6PGD inibiu significativamente a fosforilacdo da
c-Met, o que se correlacionou com a inibicdo da migracdo celular in vitro em células de
cancer de pulmao (Chan; VanderLaan; Sukhatme, 2013). Adicionalmente, a inibi¢do da 6PGD
ativa AMPK e reduz a atividade de RhoA e Rac1, influenciando a migragdo de células de cancer
cervical (Guo ef al., 2019). Além dessas proteinas, a proteina 1 do canal intracelular de cloreto
(CLIC1) também apresentou expressao aumentada em G2 + L. braziliensis e reduzida em G1
+ L. braziliensis. No estado soluvel, essa proteina catalisa rea¢des de troca de dissulfeto de tiol.
Pode se inserir em membranas e formar canais condutores multi-ions dependentes de voltagem
(Al Khamici et al., 2015; et al., 2023). A inibicdo de CLIC1 diminuiu a geracao de ROS, a
migracdo celular, a invasdo e a fosforilagdo de ERK induzidas por hipdxia-reoxigenacdo em
células LOVO. Além disso, a expressio de MMP2 e MMP9 pode ser regulada pela via
ROS/ERK mediada por CLIC1 (Wang et al,2014). Ja a proteina de ligagdo a
fosfatidiletanolamina 1 (PEBP1) mostrou expressdo aumentada em G2 + L. braziliensis e
reduzida em G2. Essa proteina liga-se a ATP e inibe a atividade quinase do RAF1, inibindo sua
ativagdo e dissociando o complexo RAF1/MEK (Rath er al., 2008). Estudos na literatura ja
demostraram a relagdo dessa proteina com o processo de proliferacao e invasdao em diferentes
tipos de cancer via eixo PI3K/Akt/mTOR (Jian W, et al., 2019; Yu et al., 2015). A supressao
da degradagao de PEBP1 ¢ capaz de ativagdo da sinalizagdo RAF1/MEK/ERK induzida por
RIPK4 e a migracdao ou invasdo de células cancerigenas do pancreas (Qi et al, 2018).
Adicionalmente, a diminui¢do da expressdao de PEBP1 consegue aumenter a expressao de
MMP2 (Huang et al., 2018).

Das proteinas diferentemente expressas em cinco semanas, apenas uma proteina
apresentou expressdo aumentada apenas em G1. A prenilcisteina oxidase 1 (PCYOXI1) cliva a

ligacdo tioéter de prenil-L-cisteinas, como farnesilcisteina e geranilgeranilcisteina (Tschantz et
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al., 2001). Adicionalmente, trés proteinas apresentaram expressao aumentada apenas em G1 +
L. braziliensis. A proteina de choque térmico mitocondrial 70 (HSPA9) apresentou expressao
aumentada em G1 + L. braziliensis e reduzida nos demais grupos. Essa chaperona mitocondrial
atua no dobramento, montagem e importacdo de proteinas (Zhai et al., 2008; Srivastava et al.,
2017). Ja a peroxirredoxina-2 (PRDX2) teve expressdo aumentada em G1 + L. braziliensis e
reduzida nos grupos G1 e G2. Esta proteina atua na neutralizag¢ao de peroxidos, desempenhando
papel na protecao contra estresse oxidativo e na regulacao de vias de sinalizagdo redox (Kang
et al., 1998). Além disso, esta associada a migragao e invasao em diferentes tipos de cancer
(Guo et al., 2023; Wu et al., 2023; Chen et al., 2020; Jing et al., 2020; Zhou et a., 2025). Foi
mostrado ainda que inibig¢do de PRDX2 consegue inibir a atividade de MMP9, resultando na
menor capacidade invasiva em sarcoma de Ewing (Xue; Fan; An, 2024). Além dessas proteinas,
a proteina unc-93 homoélogo B1 (Unc93bl) apresentou expressdo aumentada em G1 + L.
braziliensis e reduzida em G2 + L. braziliensis. Ela regula a sinalizagao de receptores Toll-like
(TLRs), essenciais para a imunidade inata. Em camundongos, a mutagdo de UNC93Bl1 leva a
maior susceptibilidade a L. major (Schamber et al., 2013), indicando um possivel papel na
resposta contra Leishmania.

Em sintese, das onze proteinas identificadas como diferentemente expressas no ponto
de cinco semanas apds a infecgdo, seis apresentaram evidéncias de envolvimento com a
migracao celular: ALYREF, PEBP1, PRDX2, PGD, VAPA e CLICI. Essas proteinas atuam
em diferentes vias moleculares relacionadas a motilidade, como PI3K-AKT (ALYREF),
RAF/MEK/ERK e MMPs (PEBP1), modulagdo redox e MMP9 (PRDX2), AMPK, RhoA/Racl
(PGD), regulacao de adesao e protrusoes celulares (VAPA), e via ROS/ERK-MMP2/MMP9
(CLIC1). A atuagdo convergente dessas proteinas em vias de remodelamento do citoesqueleto,
degradagdo da matriz extracelular e sinalizagdo de migra¢do sugere um papel importante na
modulacdo tecidual em resposta a infeccao. Considerando que a andlise foi realizada 5 semanas
apos a infecgdo, periodo critico em que se observa a formagdo de lesdes cutaneas ulceradas
abertas no modelo murino de leishmaniose tegumentar (Oliveira; Barral, 2005), a expressao
diferencial dessas proteinas pode estar relacionada a intensa ativagdo de vias inflamatorias,
estresse oxidativo, remodelamento tecidual e migracdo celular. Um destaque importante ¢ o
papel das MMPs, especialmente MMP2 e MMPY, cuja expressdo e ativacao sao reguladas por
proteinas como PEBP1, PRDX2 e CLIC1. As MMPs sao enzimas que degradam componentes
da matriz extracelular e facilitam a migracdo celular (Van Goethem et al., 2010), porém
sua ativacdo exacerbada contribui significativamente para a desorganizacdo do arcabouco

dérmico e destruigcao do tecido, favorecendo a formagao das ulceras abertas caracteristicas da
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doenga (Liarte et al., 2001; Carvalhal ef al., 2004). Assim, os perfis moleculares observados
refletem tanto a resposta do hospedeiro ao dano cutaneo quanto possiveis mecanismos
explorados pelo parasita para promover um microambiente permissivo a sua permanéncia ¢
disseminag¢ao no tecido infectado.

Na décima semana apos a infeccdo de camundongos por L. braziliensis, foram
identificadas seis proteinas diferentemente expressas entre os grupos experimentais. Destas
proteinas, quatro apresentaram expressao aumentada em G1. As proteinas ribossomicas RPS2
e RPS3A apresentaram expressao aumentada no grupo GI, enquanto mostraram expressao
reduzida no grupo G2 + L. braziliensis. Ambas fazem parte da subunidade menor do ribossomo
(SSU), responsavel pela leitura do RNA mensageiro e pela selecdo dos tRNAs durante a
traducdo (Anger et al., 2013). A RPS3A, em particular, estd envolvida na regulacdo da funcdo
mitocondrial ¢ no controle dos niveis de ROS, os quais atuam na sinalizagdo da via MAPK,
promovendo a migracdo celular, especialmente em células tumorais (Li et al, 2023). A
subunidade alfa-1 da ATPase transportadora de soédio/potdssio (ATP1Al), que também
apresentou expressao aumentada no grupo G1 e reduzida no grupo G2 + L. braziliensis, catalisa
a hidrolise do ATP para bombear ions Na* e K" através da membrana plasmatica, mantendo o
potencial eletroquimico necessario para o transporte ativo de nutrientes (Lassuthova et al.,
2018; Schlingmann et al., 2018). Estudos mostraram que a degradacdo da ATP1A1 pode inibir
a via de sinalizagdo AKT/mTOR, reduzindo a migracdo e a proliferacdo celular em modelos
tumorais (Hu et al., 2024; Zhuang et al., 2015). Ja a Testina, apresentou expressdo aumentada
no grupo G1, com expressao reduzida nos grupos G1 + L. braziliensis, G2 e G2 + L. braziliensis.
Esta proteina atua na adesao e disseminacao celular, reorganizagdo do citoesqueleto de actina e
regulagdo da proliferagao 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 expressao aumentada no
grupo G2 e expressao reduzida no grupo G2 + L. braziliensis. Esta proteina € parte do complexo
adaptador AP-3, envolvido na brotacdo de vesiculas a partir do complexo de Golgi e no
transporte para os lisossomos (Simpson et al., 1996). Por fim, a proteina da autofagia 5 (ATGS),
que apresentou expressao aumentada nos grupos G2 e G2 + L. braziliensis e reduzida no grupo
G1, ¢ essencial para a formacdo de autofagossomos. Esta proteina participa do complexo
ATG12-ATGS, que atua como uma enzima semelhante a E3 na lipidacdo de proteinas da
familia ATG8 e sua ancoragem nas membranas vesiculares (Eguchi et al., 2024). Também esta
envolvida na apoptose e em alteragdes do citoesqueleto (Pyo et al, 2005). Estudos

demonstraram que Atg5 participa da migracdo e proliferacdo celular em células tumorais,
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especialmente sob hipoxia ou ativagdo do receptor muscarinico, por meio da via AMPK/mTOR
(Li et al., 2022; Wang et al., 2022). Além disso, no contexto da infec¢do por Leishmania, a
auséncia de Atg5 em L. major leva a disfuncdo mitocondrial e desequilibrio lipidico,
comprometendo a geracao de energia (Williams et al., 2012), o que demonstra uma associagao
direta com a biologia do parasita.

Em sintese, das seis proteinas identificadas como diferentemente expressa no ponto de
10 semanas apo6s a infecgdo, quatro apresentaram funcdes descritas na literatura relacionadas a
migracao celular: RPS3A (via ativacdo da via MAPK mediada por ROS), Testina (via
reorganizacgdo do citoesqueleto de actina), Atplal (via sinalizagdo AKT/mTOR) e Atg5 (via
autofagia e regulacido AMPK/mTOR). Dentre todas, apenas Atg5 demonstrou uma relagao
direta com a imunopatogénese da leishmaniose, atuando na manutencdo da funcionalidade
mitocondrial do parasita (Williams et al., 2012). Esses achados indicam que a migracao celular
pode ser um mecanismo modulado em resposta a infeccao in vivo por L. braziliensis e sugerem
que Atg5 representa um possivel alvo para investigacdo funcional em contextos infecciosos.
Considerando que a coleta foi realizada na décima semana pds-infec¢do, periodo associado a
fase de resolucao inflamatoria e inicio do processo de cicatrizagdo na leishmaniose tegumentar
no modelo murino (Oliveira; Barral, 2005), a presenca e regulacao diferencial dessas proteinas
pode refletir mecanismos celulares envolvidos tanto na contencdo do parasita quanto na
restauracdo tecidual. Assim, proteinas associadas a migragdo celular, como Testina e Atg5,
podem estar contribuindo para processos de reparo tecidual, reorganizagdo celular e
reepitelizacdo, eventos fundamentais para a cicatrizagdo das lesdes cutaneas induzidas por
Leishmania.

Embora a infeccdo da medula 6ssea seja classicamente associada a LV, evidéncias
recentes indicam que, nas formas tegumentares, a medula também sofre modula¢do funcional
importante. Em conjunto, os dados do manuscrito II corroboram essa hipdtese ao demonstrar
que BMM® de camundongos previamente infectados in vivo por L. braziliensis apresentam
respostas funcionais distintas frente a infec¢do in vitro, com redugdo significativa da carga
parasitaria em estagios tardios da infec¢do, sugerindo reprogramacao funcional dos precursores
mieloides no microambiente hematopoiético. Observamos ainda uma diminui¢ao da migracao
dos BMM® provenientes de animais infectados e uma modulacgao consistente na formacao dos
complexos de adesdo, evidenciada pela redugdo das formas fosforiladas de FAK e paxilina,
acompanhada por alteragdes na dindmica do citoesqueleto de actina, com variagdes temporais
na expressdo das Rho-GTPases Racl, Cdc42 e RhoA. Tais modificacdes sugerem uma

adaptacao do perfil migratorio e funcional dessas células ao longo da infecg¢do. Além disso, foi
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detectada uma regulacdo dindmica da expressdo de proteinas associadas a formagdo de
podossomos, como talina e vinculina, e da produ¢cdo de MMPs, que influenciam a capacidade
invasiva e remodelagdo tecidual, processos criticos para a migracao do tipo mesenquimal.
Adicionalmente, o perfil protéico distinto observado em BMM® apods a infeccao de
camundongos por L. braziliensis, reforga a hipdtese de que a infecg@o in vivo leva a alteragao
do ambiente da medula. Estes achados, em conjunto, indicam que a infec¢do in vivo por L.
braziliensis promove uma reprogramagao do microambiente da medula 6ssea que impacta na
ativacdo e mobilizacdo dos macrofagos, modulando sua migragdo e capacidade efetora, o que
reforca o papel da medula 6ssea como elo regulador entre a resposta imune sist€émica e o

controle local da infec¢do na leishmaniose tegumentar.
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9 CONCLUSAO DO MANUSCRITO 2

A infec¢do por Leishmania spp. leva a diminui¢do da migracdo celular tanto em
macréfagos murinos quanto humanos, indicando o papel critico dessas células no controle dos
parasitas no local da lesdo. Os achados também fornecem evidéncias de aumento na migragao
de células dendriticas humanas ap6s infec¢do por L. infantum, mas nao de L. amazonensis ou
L. braziliensis, sugerindo uma possivel associagdo entre esse tipo celular e a visceralizagdo da
doenca.

A infeccdo por L. braziliensis in vivo induz uma reconfiguracdo do microambiente da
medula 6ssea, influenciando diretamente na ativacao, capacidade de responder a infecgdo e

mobilizagdo dos macrdéfagos. O resumo desses achados estd esquematizado nas figuras abaixo:
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Figura 29 - Diagrama esquematico dos resultados. (A) Comparacdo dos resultados dos BMM® de animais
infectados in vivo por L. braziliensis (G2) ao longo dos tempos de 2, 5 ¢ 10 semanas em comparagdo com BMM®
de animais saudaveis (G1). (B) Comparagdo dos resultados dos BMM® 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
compara¢do com BMM® de animais infectados in vivo por L. braziliensis (G2).
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¥ Contragao do citoesqueleto de actina
V¥ Formacgao de podossomo

WV Papel das proteases

5 semanas i

W Migragao 2D e 3D

W Complexos de adesao

A Dinamica de actina (borda anterior)
W Contracéo do citoesqueleto de actina

s
10 semanas:

' BMM® de animais infectados x B.MMCD de animais'ipfeq:-:dos in vivo infegtagos
i invivo por L. braziliensis (G2) in vitro por L. braziliensis (G2 + L. braziliensis)

2semanas :

A Migracdo 2D e 3D

A Complexos de adesdo

W Dinamica de actina (borda anterior)
W Contragcéo do citoesqueleto de actina
W Papel das proteases

Ssemanas : A Migracdo 2D e 3D

A Complexos de adesédo

W Dinamica de actina (borda anterior)
W Contragéo do citoesqueleto de actina
A Formacgao de podossomo

A\ Papel das proteases

10 semanas:

A Migragao 2D e 3D

A Complexos de adesao

A Dinamica de actina (borda anterior)
A Contragéo do citoesqueleto de actina

Fonte: Autora
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Associated with Parasite Death (Publicado, 2021).
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Anexo A - Manuscrito [

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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Introduction

Abstract

Leishmania is an intracellular protozoan parasite that causes a broad spectrum
of 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 is
known 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.

Leishmaniasis, a neglected tropical disease caused by
protozoan parasites belonging to the genus Leishmania,

results in a wide-ranging spectrum of clinical manifestations,

from self-healing localized cutaneous lesions to fatal visceral
forms of the disease. It has been estimated that up to

one million new leishmaniasis cases arise annually, with
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a reported 12 million people currently infected worldwide.
Visceral leishmaniasis (VL), which can be fatal in over 95%
of cases when left untreated, causes more than 50,000
deaths annually, affecting millions in South America, East
Africa, South Asia, and the Mediterranean regionz. The main
etiological agent of VL in the new world, Leishmania infantum,
is transmitted to humans by infected female sandflies
during blood-feedings. These parasites are recognized
and internalized by phagocytes, e.g., macrophages and
dendritic cells®4:5 . Inside these cells, parasites differentiate
into their intracellular forms, known as amastigotes, which
will then multiply and be transported via the lymphatic
system and bloodstream to different host tissues®: 7.
However, the mechanisms by which Leishmania parasites
are disseminated in the vertebrate host, as well as the role

played by host cell migration in this process, remain unclear.

Cell migration is a complex process executed by all nucleated
cells, including Ieukocytesa. According to the classic cycling
model of cell migration, this process involves several
integrated molecular events that can be divided into five
steps: leading-edge protrusion; adhesion of the leading edge
to matrix contacts; contraction of cellular cytoplasm; release
of the rear edge of the cell from contact sites; and the recycling

of membrane receptors from the rear to the front of the cell®.

For cell migration to occur, protrusions must be formed
and then stabilized through attachment to the extracellular
matrix. Among the different receptor types involved in the
promotion of cell migration, integrins are notable. Integrin
activation results in migration-related signaling; intracellular
signaling then occurs via focal adhesion kinase (FAK)
and Src family kinases, in addition to talin, vinculin, and
paxillin molecues'?: 1112 The phosphorylation of paxillin by

activated kinases, including FAK, leads to the recruitment

of effector molecules, which transduces external signals that
prompt cell migration. It has been shown that paxillin is an
intracellular molecule that is crucial to cell adhesion, actin

polymerization, and cell migration processes'3:14.15,

The actin cytoskeleton plays a central role in the polarization
and migration ofphagocytesm. During cell migration process,
protrusions formed due to actin polymerization become
stabilized through cell adhesion to the extracellular matrix.
This process may be modulated by integrin receptors
associated with the actin cytoskeleton'”: 18. 19, Several actin-
binding proteins regulate the rate and organization of actin
polymerization in cellular protrusionszo. Studies have shown
that RhoA, Rac, and Cdc42 regulate actin reorganization after
the stimulation of adherent cells by extracellular factors?1: 22,
During migration, Rac1 and Cdc42 are located at the leading
edge of the cell, controlling the extension of lamellipodia
and filopodia, respectively, while RhoA, located at the rear
of the cell, regulates the contraction of the actomyosin

cytoskeleton19:23.24.,25

Studies have shown that Leishmania infection modulates host
cell functions, such as adhesion to the cellular substrate
and migrationzsv2712&29'30'3’1 . Immature DCs reside in
peripheral tissues; upon interaction with PAMPS, these cells
become activated and migrate to the draining lymph nodes,
prompting antigen presentation to T cells. A previous study
using a mouse model showed that L. amazonensis infection
provokes areduction in the migration of DCs to draining lymph
nodes?®. It was also demonstrated that the inhibition of the
adhesion process reduced DC migration after infection with L.
major3°. Nonetheless, the impact of DC migration on parasite

dissemination in the host, as well as the mechanisms involved

in this process, remain poorly understood.
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Here we present a compiled step-by-step protocol to perform
an in vitro adhesion and migration assay involving human
DCs infected by Leishmania. This method comprises not only
the differentiation and infection of DCs, but also permits the
analysis of host cell motility and migration, the formation
of adhesion complexes, as well as actin dynamics. The
presently described in vitro protocol allows researchers to
further investigate the mechanisms involved in Leishmania
dissemination within vertebrate host tissues and can also be

manipulated and applied to other cell migration studies.

Protocol

The procedures described herein were approved by the
Institutional Review Board of the Gongalo Moniz Institute
(IGM-FIOCRUZ, protocol no. 2.751.345). Blood samples
were obtained from healthy volunteer donors. Animal
experimental procedures were conducted in accordance with
the Ethical Principles in Animal Research adopted by the
Brazilian law 11.784/2008 and were approved and licensed
by the Ethical Committee for Animal Research of the Gongalo

Moniz Institute (IGM-FIOCRUZ, protocol no. 014/2019).

1. Isolation and differentiation of human dendritic
cells

1. Pipette 10 mL of the density gradient medium in 50 mL

centrifuge tubes.
2. Label the 50 mL tubes according to each donor's sample.

3. Collect ~ 50 mL of venous blood from healthy donors and
after collection, follow the procedures described below in

the flow cabinet.

4. Carefully transfer the collected blood into centrifuge
tubes and dilute in saline solution (0.9% sodium chloride)

in a ratio of 1:1 at room temperature.

10.

11,

12.

13.

Slowly overlay the diluted blood on the top of the density

gradient medium.

Centrifuge tubes containing the blood and density
gradient medium at 400 x g for 30 min at room
temperature.

NOTE: Switch off the brake before centrifuging to prevent
the mixing of gradient layers. After the 1st centrifugation,

lower the centrifuge temperature to 4 °C.
Carefully remove the tubes from the centrifuge.

Identify the ring of peripheral blood mononuclear cells
(PBMC) in the sample (buffy coat); gently remove the
residual plasma with a pipette.

NOTE: After centrifugation, the following gradient layers
will have formed: erythrocytes, density gradient medium,
PBMC ring, and plasma. The PBMC ring is located

between the density gradient medium and plasmallayers.

Transfer the cloud-like PBMC layer to a new tube and

bring up the volume to 30 mL with saline solution.

Centrifuge the tubes containing cell suspension at 250
x g for 10 min at 4 °C. Discard the supernatant and

resuspend the pellet in 1 mL of saline solution.

Collect an aliquot for cell counting with the trypan blue
exclusion method. First, dilute at a ratio of 1:1,000. Then,
use 10 pL of the diluted cells for trypan blue staining and
count cells using a Neubauer chamber to determine cell
viability.

Centrifuge again at 200 x g for 10 min under 4 °C.
Resuspend the pellet in MACS buffer. Use 80 pL of the

buffer for every 1 x 107 cells.

NOTE: MACS buffer composition: Prepare a solution
containing phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2,
0.5% bovine serum albumin (BSA), and 2 mM EDTA.
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14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Dilute the buffer solution at a 1:20 ratio with the rinsing

solution. Keep the buffer cold and store at 2-8 °C.

Add CD14 microbeads to the cell suspension prepared
in step 1.13. Use 20 pL of CD14 microbeads for every 1
x 107 cells.

NOTE: CD14 microbeads are used for the positive
selection of human monocytes from PBMCs, as
beads bind to CD14-positive cells expressed on most

monocytes.

Homogenize the solution containing the pellet and

microbeads using a pipette. Keep on ice for 15 min.

Centrifuge the suspension at 300 x g for 10 min under

4°C.

Resuspend cells in MACS buffer. Use 1-2 mL for 1 x 107

cells in the cell microbead mixture.

Centrifuge the suspension at 300 x g for 10 min under
4°C.

Aspirate the supernatant and resuspend the pellet in 500
ML of MACS buffer.

NOTE: This is the maximum volume of the cell

suspension that can be processed through one column.
Assemble the magnetic column.

Wash the column once by adding 500 pL of MACS buffer.
Allow buffer to flow under gravity through the column.
NOTE: Do not allow the column to dry, as any air that

enters can obstruct the column.

Add 500 pL of the cell sample solution from step 1.19
per column. Allow the cell sample solution to flow under

gravity through the column.

Wash the column by adding 500 pL of MACS buffer (2x).
Only add the fresh buffer when the column reservoir is

empty. Avoid drying.

24. Pipette 1 mL of the MACS bufferonto the column and
place it in a new tube underneath. Immediately flush
out the magnetically labeled cells by firmly pushing the

plunger into the column.

25. Centrifuge the CD14 enriched cells at 300 x g for 10 min
under 4 °C.

26. Count cells using a Neubauer chamber.

27. Resuspend cells in 1 mL complete RPMI with

interleukin-4 (IL-4) (100 pL/mL) + granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) (50 ng/
mL).

NOTE: GM-CSF is a cytokine secreted by macrophages,
T cells, mast cells, natural killer cells, endothelial cells,
and fibroblasts that induces the differentiation and
proliferation of myeloid progenitors in the bone marrow.
GM-CSF and IL-4 are used to induce dendritic cell

differentiation32.

28. Seed cells in a 24 well plate at a concentration of 2 x

105 cells per well in 500 pL of complete RPMI medium
containing and incubate the cells for 7 days in the cell

culture incubator at 37 °C.

2. Leishmania infantum cultivation

NOTE: Leishmania infantum (MCAN/BR/89/BA262)
parasites are used in this assay. Hamsters were intravenously
infected with 20 uL of the solution containing 1 x 10°% L.
infantum promastigotes in sterile saline. After 1 to 2
months, animals were euthanized and the amastigote forms
of Leishmania were recovered from their spleens and

differentiated into promastigotes33.

1. Grow L. infantum promastigotes isolated from previously

infected hamster spleens in an inclined 25 cm? cell
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culture flask containing 3 mL of Novy-Nicolle-MacNeal
medium (NNN) and 5 mL of supplemented Minimum
Essential Medium (MEM).

NOTE: In this assay, MEM medium was supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and 24.5 nM hemin

bovine.

Incubate at 24 °C for 7 days in BOD (Bio-Oxygen

Demand) incubator.

Pipette 100 pL of promastigote culture into a new 25 cm?
cell culture flask containing 5 mL of supplemented MEM

medium.

Incubate the promastigote culture at 24 °C in BOD
incubator until promastigotes reach the stationary phase.
Periodically count cultured promastigotes by transferring
an aliquot of parasite suspension diluted in saline to a
Neubauer chamber (i.e., hemocytometer) to determine
the stationary phase of growth.

NOTE: It is not recommended to use first-passage
parasites after cultivation in NNN medium to avoid

residual traces of rabbit blood.

Transfer 1 x 10° of stationary growth phase culture of L.

infantum promastigotes to a new 25 cm? cell culture flask

and add 5 mL of MEM supplemented medium.

Monitor the growth of the culture periodically for
approximately 7 days using a Neubauer chamber until
the stationary phase is achieved. Parasites are now
ready for use in experimental infection procedures.

NOTE: Promastigote cultures are considered viable
for infection for up to 7 passages in vitro; additional

passages may induce loss of virulence.

3. Human dendritic cell infection

10.

11.

12

Inside a biological laminar flow cabinet, transfer all
the contents from the parasite culture flask to 50 mL

centrifuge tubes.
Add cold saline solution to a final volume of 40 mL.
Centrifuge at 1,600 xg for 10 min under 4 °C.

Discard the supernatant following centrifugation and
resuspend the pellet in 1 mL of cold saline solution

(Repeat steps 3.3-3.4 three times).

After washing the cells to remove any non-viable
parasites, resuspend the pellet in 1 mL of cold saline

solution.

Pass the contents slowly through a 1 mL syringe with a

16 G needle 5 times to separate the parasite clusters.

Remove an aliquot to determine the parasite
concentration in a hemocytometer (calculate the mean
number of parasites in 4 quadrants x dilution factor x
10%).

Wash dendritic cells by adding 1 mL of saline solution
and centrifuging cells at 300 x g for 10 min at room

temperature (3 times).

Calculate the quantity of L. infantum required for the

experimental infection; ratio: 20 parasites per cell.

Place the required volume of L. infantum in each well of

cell culture plates.

Incubate dendritic cells with parasites for 4 h in an

incubator at 37 °C under 5% CO2.

After step 3.11, centrifuge plates at 300 x g for 10 min
under 4 °C.
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. Migration assay using cell culture inserts

After infection, wash dendritic cells (infected or not) 3
times with 1 mL of saline solution at room temperature
to remove non-intemalized parasites. After each wash,

centrifuge plates at 300 x g for 10 min under 4 °C.

Once non-internalized parasites are removed, detach
cells by adding 200 uL of the cell dissociation reagent in
each well and incubate for 15 min. Keep the cells in an

incubator at 37 °C under 5% CO2.

Homogenize cells using a 1,000 pL pipette tip to allow

cells to loosen.
Transfer the dissociated cells to a 50 mL centrifuge tube.
Centrifuge at 300 x g for 10 min under 4 °C.

Resuspend the pellet in 1 mL of RPMI medium

supplemented with 10% FBS.

Pass the contents of each tube slowly through a 1 mL

syringe with a 25 G needle 5 times to separate cells.

Remove an aliquot, dilute using trypan blue to determine

the cell concentration using a hemocytometer (mean of

viable cells in 4 quadrants x dilution factor x 104).

Preparation of cell culture microplate inserts:

NOTE: Cell culture inserts (5.0 uM pore polycarbonate
membrane) are recommended for migration assays
using dendritic cells, macrophages, and monocytes, as
these inserts allow phagocytes to pass through the

membranes.

1. Remove inserts with sterile tweezers and place in

empty wells.

2. Add 600 pL of RPMI medium supplemented with

10% FBS to each well; add chemoattractant

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

chemokine (C-C motif) ligand 3 (CCL3) (1 uL for
every 1 mL of medium).
NOTE: CCL3 is a chemokine that regulates DC
migration34 .

3. Using sterile tweezers, place inserts in wells

containing the medium.

Add 2 x 10° dendritic cells (infected or not) in 100 pL of

medium to each insert.
Incubate for 4 h to allow cells to migrate.

After 4 h, take the plate out and aspirate the medium. Add
100 pL of 4% paraformaldehyde and incubate for 15 min.

Remove paraformaldehyde and add 100 pL of saline
solution.

NOTE: Plates can be kept at 4 °C for later assembly.

Collectthe supernatant from inserts or from wells to count
non-migrating cells or those that crossed the membrane,
respectively. Incubate with paraformaldehyde 4% for 15
min.

Concentrate  cells

using a cytocentrifugation

technique3®.

Add 10 pL of the mounting medium with DAPI to the

membranes and place coverslips over the wells.

Assembly of the insert membrane.
NOTE: This step can be performed outside the biosafety

cabinets.
1. Remove insert membranes from wells.

2. Scrape the surface of the insert with a swab to

remove any cells that have not migrated.

3. Using a scalpel, remove the membrane from the

insert.

4. Place the membrane on a slide, with cells facing up.
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5. Add 10 pL of mounting medium with DAPI to each 1. After infecting cells for 4 h, wash each well 3 times with

membrane and then place overlay coverslips. sterile saline solution at room temperature to remove any

6. Cover plates with aluminum foil. non-intemalized parasies.

7. Incubate plates at room temperature for 30 min, then 2, Centrifuge the piate at 300 x g for 10min under 4°C. Add

store at -20 °C 500 pL of 4% paraformaldehyde to each well for 15 min.

18. To analyze cell migration, count the number of cells % Remove paraiomakichyde; and.aod. § ol of isaine

per field (no less than 10 fields) using a fluorescence solution.

microscope at a laser excitation wavelength of 405 nm. 4. Prepare solutions as described in Table 1.

5. Adhesion assay and evaluation of actin
polymerization by immunofluorescence

NOTE: For this assay, use 24-well plates with coverslips.

Primary solutions Chemical compound Diluent

Ammonium chloride solution

0,134 g of NH4CI

50 ml of PBS 1X

Saponin 15%

150 mg of saponin

1 mL de PBS 1X

Albumin from bovine

serum (ABS) 10%

1 g of ABS

10 mL of PBS 1X

Secondary solutions

Component 1

Component 2

Component 3

Saponin 0,15%

1mL of saponin 15%

100 mL of PBS 1X

PBS 1X/ABS 3%/
Saponin 0,15%

13,8 mL of PBS 1X

6 mL of ABS 10%

200 pL of Saponin 15%

PBS1X/ABS 0,3% /
Saponin 0,15%:

19,2 mL of PBS 1X

0,6 mL of ABS 10%

200 pL of Saponin 15%

PBS 1X/ABS 1%/
Saponin 0,15%

17,8 mL of PBS 1X

2 mL of ABS 10%

200 L of Saponin 15%

Table 1: Buffer recipes.

5. Immunostaining

NOTE: The following steps must be performed under

agitation.

1. Wash coverslips 3 times with 1x PBS for 5 min.

2. Add 500 pL of ammonium chloride solution per well

for 10 min.
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10.

Wash coverslips 3 times with 1x PBS for 5 min.

Pemeabilize the membrane with Saponin 0.15% for

15 min.

Incubate cells with the blocking solution (PBS 1x /

ABS 3% / Saponin 0.15%) for 1 h.

Wash coverslips 3 times with PBS 1x/Saponin
0.15% for 5 min.

Dilute primary antibodies in PBS 1x /ABS 1% /
Saponin 0.15% as: Rabbit anti-FAK (pTyr397):
1:500 dilution, Rabbit anti-paxilin (pTyr118): 1:100
dilution. Mouse Anti-Rac1: 1:100 dilution. Rabbit
Anti-Cdc42: 1:200 dilution. Rabbit Anti-RhoA: 1:200

dilution.

Incubate cells with primary antibody diluted in PBS
1x/ABS 1% /Saponin 0.15% for 1 h.

NOTE: FAK and Paxillin are key molecules involved
in the formation of adhesion complexes'3: 1415,
The Rho GTPase family is responsible for the
organization of the actin cytoskeleton. RAC1 and
Cdc42, located at the front edge of the cell,

control the formation of lamellipodia and filopodia,

respectively; RhoA is located at the rear of the

cell and is involved in cytoskeleton contraction®:

23,24,25

Wash coverslips 3 times with 1x PBS/Saponin

0.15% for 5 min.

Dilute secondary antibody or phalloidin as follows:
Anti-rabbit 1gG, Alexa Fluor 568: 1:500 dilution;
Anti-mouse 1gG, Alexa Fluor 488: 1:500 dilution;
Anti-mouse IgG, Alexa Fluor 594: 1:500 dilution;
Phalloidin Alexa Fluor 488: 1:1200 dilution.

11. Incubate cells with secondary antibody or phalloidin
diluted in 1x PBS/ABS 0.3% Saponin 0.15% for 45
min.

NOTE: Incubation of the secondary antibody or
phalloidin should be performed in the absence of
light. Cover plates with aluminum foil to protect from

light during the following steps.
12. Wash coverslips 3 times with 1x PBS for 5 min.
13. Remove coverslips from wells.

14. In the absence of light, add 10 pL of mounting
medium with DAPI onto clean microscopic glass
slides.

15. Place coverslips with cells facing down to allow
contact between cells and DAPI solution.

NOTE: Cover slides with aluminum foil to protect

from light.
16. Incubate for 30 min at room temperature.

17. Store at -20 °C.

6. Confocal microscopy, image acquisition, and
quantification using FIJI

NOTE: To acquire/capture immunofluorescence images, use
a confocal laser scanning microscope. Oil-immersion 63x

objective lens is recommended for optimal resolution.

1. Allow coverslips to reach room temperature, protected

from light, for at least 30 min prior to image acquisition.
2. Clean the coverslips with absorbent tissue.

3. Add a drop of immersion oil to the objective and place

each slide under the microscope.

4. Move the objective until the oil touches the slide.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Observe and adjust the microscope focus; select the 63x

objective with oil.

Turn on lasers at 488 nm, 552 nm, and 405 nm

wavelengths.
Select image resolution: 1024 x 1024.

Click on the Live button, set the Z stack, and press

Begin. Repeat the process and then press End.

After selecting the Maximum Projection option in the

Tool menu, wait for the image to be acquired.
Save the experiment.

Export images in .lif format on a computer. Use FIJI

open-source image analysis software to analyze images.

Select the images to be analyzed and select Duplicate

Image.

To have the image in grayscale, select Image | Adjust |

Color Threshold. Select 0 and 255 (saturation).
Select the threshold method: Default.

Select threshold color: B and W (black and white).
Do not select Dark background.

Select: Process | Binary | Options and then select the
relevant data to be measured: Area, Min, Max, gray

value, integrate density.

Select the free hands' tool in the Fiji toolbar and trace

each cell manually carefully.

From the Analyze menu, select Set measurements.
Make sure to have area integrated intensity and mean

grey value selected. Repeat this process for each cell.

Select all data in the Results window and copy and paste

into a spreadsheet file.

21. Calculate the corrected total cell fluorescence (CTCF):
CTCF (Integrate density = Area of selected cell x Mean

fluorescence of background readings).

22. Open the file containing data using statistical analysis

software to perform statistical analysis.

7. Statistical analysis

1. Open a New Project when a welcome dialog appears.
2. Choose the type of graph and medium with SD.

3. Apply the values obtained from the experimental results

to the table.

4. Select Descriptive Statistics and choose the option

column Statistics [all tests] to analyze data distribution.

5. If data follow a Gaussian distribution, choose the t-
test to analyze samples by comparing two pairs. If the
distribution is non-Gaussian, analyze data using the

Mann-Whitney test.

6. Choose the best graph option for optimal data

representation.

Representative Results

This protocol described herein enables the evaluation of
cell migration and its associated mechanisms, such as actin
dynamics and adhesion, thereby providing a tool to determine
the migration of Leishmania-infected host cells within the
vertebrate host. The results presented here demonstrate that
this in vitro assay provides rapid and consistent indications of
changes in cellular adhesion, migration, and actin dynamics

prior to in vivo experimentation.

First, cells were successfully cultured following aseptic

techniques and lab protocols. Data generated via migration
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analysis using cell culture membrane inserts allowed
us to evaluate the migration of L. infantum-infected or
uninfected human dendritic cells. DAPI staining permitted
the facile visualization of migratory cells, enabling us
to discriminate between infected and non-infected cells
as staining procedures incorporate both dendritic cell
and parasite nuclei. Infected cells can be identified by
visualizing the large macrophage nuclei and the number of
smaller amastigote nuclei clustered around each macrophage
nucleus. Next, infected cells (L. infantum infected group) and
uninfected cells (control group) were then counted for each
field of vision using a manual counter. Finally, the number
of migratory infected cells was compared to the number of
uninfected cells (control group) that migrated. Our results
indicate higher rates of cell migration following L. infantum

infection when compared to non-infected controls (Figure 1).

The evaluation of actin dynamics and the formation of
adhesion complexes, factors critical to cellular migration,
allows for an enhanced understanding of how infection may
modulate host cell migration. To assess these mechanisms,
we performed immunostaining for molecules involved in
actin dynamics (phalloidin, Rac1, Cdc42, and RhoA)
and adhesion complex formation (FAK and paxillin). The

expression of each protein was evaluated using confocal

microscopy. The differences in protein expression were

assessed by comparing the fluorescence intensity between
infected and uninfected cells for each protein analyzed.
Our results demonstrate actin polymerization in infected
and non-infected cells and the formation and localization of
adhesion complexes. DAPI staining enabled the identification
of infected cells through the staining of parasite nuclei.
Fluorescence analysis indicated increased FAK and paxillin
expression in DCs following L. infantum infection (Figure
2). To evaluate the organization of actin flaments in DCs,
actin was labeled with fluorescent phalloidin. The resulting
images revealed more areas with actin polymerization, yet
no differences in phalloidin staining comparing infected and
non-infected cells (Figure 3A). However, considering that the
structure of actin is highly dynamic, the evaluation of actin-
associated molecules may provide additional insight into the
organization of this structural protein. Thus, we evaluated
the expression of Rho GTPase proteins. Although phalloidin
staining yielded similar results in infected and non-infected
cells, increases were noted in Rac1, Cdc42 and RhoA
expression after L. infantum infection when compared to
uninfected controls (Figure 3B,C,D). These results reinforce
the need for further investigation of molecules involved
in actin polymerization to gain a more comprehensive

understanding of its associated dynamics.
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Figure 1: Evaluation of dendritic cell migration in L. infantum infection. Dendritic cells were infected by L. infantum at a
ratio of 20:1 for 4 h. At 6, 12, 24 or 48 h after infection, dendritic cells could migrate in the presence of CCL3 chemoattractant
through the cell culture insert system for an additional 4 h. Migrating cells were washed, fixed, and stained with DAPI. Bars
represent numbers of migratory cells after L. infantum infection from random counts in 10 fields using confocal microscopy.

Each dot represents one cell. *p<0.05 (Student's t-test). Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 2: Evaluation of adhesion complex formation in L. infantum-infected dendritic cells. Dendritic cells infected or
not with L. infantum were stained with anti-pFAK or anti-paxillin antibodies. (A) Fluorescence intensity of FAK expression. (B)
Fluorescence intensity of paxillin expression. For each group, 30 cells were analyzed using FIJI software. Red: anti-pFAK,

or anti-paxillin; Blue: DAPI; Grayscale: differential interference contrast (DIC). Scale bar = 0.18 inches. *p<0.05 (Student's t-

test). Please click here to view a larger version of this figure.
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Figure 3: Evaluation of actin dynamics in L. infantum-infected dendritic cells. Dendritic cells infected or not with L.

infantum were stained with anti-Rac1, anti-RhoA and anti-Cdc42 antibodies or fluorescent phalloidin. (A) Fluorescence

intensity of phalloidin expression (green). (B) Fluorescence intensity of Rac1 expression (red). (C) Fluorescence intensity of

Cdc42 expression (red) (D) Fluorescence intensity of RhoA expression (red). For each group, 30 cells were analyzed using

FIJI software. Red: anti-Rac1 or anti-Cdc42; Green: anti-RhoA or phalloidin; Blue: DAPI; Grayscale: differential interference

contrast (DIC). Scale bar = 0,18 inches. *, p<0,05 (Student's t-test). Please click here to view a larger version of this figure.

Discussion

The method described here for evaluating cell migration using
the cell culture membrane inserts system allows researchers
to study the migratory response of cells in a two-dimensional
environment. In this technique, some steps are considered
critical. Firstly, the differentiation of human DCs and infection
with Leishmania are determinative since the infection rate is
donor-dependent. Using more than one donor per experiment
and healthy Leishmania cultures will allow for more consistent
results. It is also crucial that parasites be maintained in
host animals, which favors the selection and maintenance of

virulent strains and the ability to readily colonize host cells.

Following DC differentiation, we recommend checking the
expression of surface markers CD80 and CD11c to verify
that the cells being used in experimentation are, in fact,
dendritic cells. Despite variability in infection rates, increased
DC migration following L. infantum infection was observed in

all experiments.

The cell culture membrane inserts system assay, employed
herein, entails cell migration through a porous polycarbonate
membrane from the upper to the lower compartment of the
cell culture membrane inserts system. A chemoattractant is
placed in the bottom of each well to direct cell migration

36

through the porous membrane during incubation®™. It is
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important to use an appropriate pore size for the cell type of
interest. For DCs, we used a cell culture membrane inserts
system with a 5um pore size. Of note, after the fixation step,
the surfaces of the insert membranes were scraped with a
swab to remove cells that had not migrated. This step was
implemented to ensure that only those cells that successfully
migrated through the membrane were evaluated. Another
critical point that warrants consideration is the use of DAPI
staining, a rapid procedure that allows investigators to not
only identify host cells but also parasite nuclei, thus enabling

the convenient identification of infected cells.

Although the cell culture membrane inserts system

has been extensively used as an effective tool

28'36-37'38-39, there are some

for assessing migration
limitations associated with this technique. During cell washing
and fixation steps, less-adherent cells may be lost when
analyzing the membrane, resulting in an underestimation
of the number of cells that migrated. Another limitation is
time related. After long incubation periods, gradient loss may
occur due to diffusion through the porous membrane. Thus,
this system should be considered more efficient for shorter
incubation periods36. On the other hand, the use of the cell
culture membrane inserts system is advantageous compared
to other methods such as the scratch assay or random

migration since it allows the study of directional migration in

the presence of a chemoattractant.

Another essential component of this protocol is the use
of immunofluorescence to investigate mechanisms involved
in cellular migration, such as adhesion complex formation
and actin dynamics. This technique allows investigators to
visualize specific targets in tissues or cells using specific
antibodies for proteins of interest. In this protocol, to

assess cellular adhesion, we evaluated the expression

of phosphorylated FAK and paxillin, both crucial proteins
involved in the formation of adhesion complexes in
different cell types, including Ieukocytes13, and consequently
excellent tools for studying cell adhesion. Previous studies
have shown that increased FAK signaling promotes cellular
motility!?. Also, the use of this technique to evaluate cell
adhesion does not require the use of more labor-intensive

techniques, such as the use of inflamed connective tissue? .

The phalloidin staining technique‘m'41

provides information
about the expression of polymerized actin, F-actin, and
the regions of cells with higher polymerization rates. To
gain further insight into actin dynamics in L. infantum-
infected cells, we also evaluated the expression of Rac1,
Cdc42, RhoA, and Rho GTPase, which participate in the
polymerization of actin filaments*2. The expression of these
molecules was also performed using immunofluorescence.
This technique is not only an alternative to the use of
transgenic mice expressing fluorescent actin?® but also

provides further information about molecules modulated

during the actin polymerization process.

Several factors can affect immunofluorescence quality and
efficacy. Antibody dilution, for example, when not carefully
determined, can impair the acquisition of images and lead
to non-specific staining due to elevated levels of background
signals. Samples must also always be protected from light to

avoid any loss of cell fluorescence or staining43.

In summary, here we describe an in vitro protocol that allows
for the evaluation of cell adhesion and migration processes
in the context of Leishmania infection. Our primary focus was
on DCs, which are known to play a significant role in the
immunopathogenesis of leishmaniasis; however, how these
cells participate in parasite dissemination in the vertebrate

host remains poorly understood. This protocol can also be
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modified to investigate cellular migration in other types of
host cells for the investigation of other species of intracellular
parasites. Also, extracellular matrix, such as collagen | or
Matrigel, can be added to the cell culture membrane inserts
system to evaluate 3D migration and cellular invasion in

different fields of study.
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Anexo B - Manuscrito 11

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-ATGS8-labelled autophagosomes. Mutant parasites treated with
17-AAG exhibited autophagosomes that did not entrap cargo, such as glycosomes, or fuse with
lysosomes. ATGS5-knockout (Aatg5) 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 Aatg5-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
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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 leishma-
niasis. 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 autophago-
somes. Mutant parasites treated with 17-AAG exhibited autophagosomes that did not entrap cargo,

such as glycosomes, or fuse with lysosomes. ATG5-knockout (Aatg5) parasites, which are incapable

of forming autophagosomes, demonstrated lower sensitivity to 17-A AG-induced cell death when

compared to wild-type (WT) Leishmania, further supporting the role of autophagy in 17-A AG-induced

cell death. In addition, Hsp90 inhibition resulted in greater accumulation of ubiquitylated proteins in

both WT- and Aatg5-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

1. Introduction

Leishmania spp. are protozoan parasites [1,2] that cause leishmaniasis, which can
present in a variety of clinical manifestations, including skin and visceral forms [3]. Being
one of the most important neglected tropical diseases, leishmaniasis affects millions of
people worldwide. Financial investment in new therapeutic strategies has been scarce [3],
resulting in pentavalent antimonials being the drug of choice for more than 70 years in
Brazil. However, antimonial therapy requires parenteral administration at high dosage and
involves a lengthy therapeutic course that can result in a range of serious side effects [4]. Re-
cent increases in therapeutic failure [5-7] reinforce the importance of developing new drugs
capable of replacing or complementing existing strategies for leishmaniasis treatment.
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Heat shock protein 90 (Hsp90) has been considered as a potential molecular target
for the treatment of parasitic diseases [8-10]. Hsp90 inhibitors, such as geldanamycin or
17-N-allylamino-17-demethoxygeldanamycin (17-AAG), have demonstrated inhibitory
effects on the differentiation process of Leishmania in vitro [11] and were shown to exert
anti-parasitic activity in vitro and in vivo [12-16]. These inhibitors are members of a family
of antibiotics that selectively bind to the Hsp90 ATP pocket, preventing ATP hydrolysis
and folding of client proteins that do not achieve a tertiary structure. In mammals, these
unfolded proteins are eventually degraded in the ubiquitin-proteasome system, which can
result in cell death secondary to proteasome overload. This can subsequently lead to the
formation of protein aggregates [17-20], resulting in the activation of a protective selective
autophagic process in order to avoid aggregate accumulation in the cytoplasm [21-23].
Alternatively, Hsp90 inhibition can lead to a pronounced transcription of Hsp70, Hsp90 and
Hsp40, responsible for mounting mis- or unfolded proteins, thereby limiting the formation
of polyubiquitylated protein aggregates [24].

In previous studies, we have demonstrated that 17-AAG was capable of controlling
Leishmania infection (in vitro [15] and in vivo [16]) by eliminating promastigotes, which
colonize the insect vector, as well as amastigotes, which are found within vertebrate host
cells [15,16]. Nevertheless, the mechanism by which Hsp90 inhibition causes parasite death
remains unclear. Electron microscopy revealed ultrastructural alterations suggestive of
the activation of autophagy in parasites, including progressive cytoplasmic vacuolization,
double-membrane vacuoles, myelin figures and vacuoles containing cytoplasmic material,
all occurring in the absence of significant alterations in cellular nuclei, mitochondria or
plasma membranes [15].

The conserved autophagic process in eukaryotic cells is responsible for the turnover
of long-lived proteins and organelles inside autophagosomes [25,26], which plays an im-
portant role in cellular homeostasis and in cell survival in response to different types of
stress [25,27-29]. Autophagosomes are formed in successive steps involving the recruit-
ment and activation of proteins of the ATG (AuTophaGy-related genes) family [30-32]. In
Leishmania parasites, ATG12 must firstly conjugate with ATG5 in order for ATGS to partici-
pate in the assembly of this complex, resulting in the formation of autophagosomes [33-35]
that may acquire cargo and fuse with lysosomes, thereby forming autolysosomes [33,34].
The engulfed material is degraded, generating small molecules that may be utilized for cell
survival [36,37]. Autophagy has also been identified as essential to the differentiation of
Leishmania promastigotes into amastigotes [33]. By contrast, autophagic induction has been
associated with death in eukaryotic cells [30,38]. Thus, the true role played by autophagy
with respect to the mechanism responsible for causing protozoan parasite death in response
to several stress stimuli, including antiparasitic drugs, remains to be elucidated [39].

We hypothesize that 17-AAG induces abnormal activation of autophagy in Leishmania spp.,
resulting in parasite death. To test this, several genes of the autophagic pathway were geneti-
cally modified in L. major promastigotes, which were used to investigate the participation of
autophagy in parasite death following treatment with 17-AAG.

2. Materials and Methods
2.1. Leishmania Culturing

Leishmania major (MHOM/JL/80/Friedlin) were cultivated in modified HOMEM
medium (Gibco, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated fetal
calf serum (Gibco) and 1% (v/v) penicillin streptomycin solution (Sigma, St. Louis, MO,
USA) at 25 °C until mid-log phase was achieved, corresponding to 5 x 10° parasites/mL.

2.2. Generation of Parasite Mutants Expressing Fluorescent Markers

All mutant parasites used in this research were previously generated by our collabora-
tors and are described as follows: (i) green fluorescent protein-ATG8 (GFP-ATGS) plasmid
as described by Besteiro et al. [33]; (ii) the glycosome targeting SQL motif labelled with
RFP plasmid (RFP-SQL) as described by Cull et al. [40]; (iii) the proCPB lysosomal-marker
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labeled with RFP plasmid (REP-proCPB) by Huete-Perez et al. [41]. Null mutant afg5 para-
sites (Aatg5), Aatgb expressing GFP-ATGS8 (Aatg5(GFP-ATGS)) and Aatg5:: ATGS parasites
re-expressing ATG5 in the Aatg5 null mutant were generated by Williams et al. [35] and
used as controls. In sum, two plasmids, both derived from pGL345-HYG, the pGL345ATG5-
HYG5' 3" and pGL345ATG5-BLES' 3/, were generated with fragments of the 5" and 3’ UTRs
flanking the ORF of ATG5 gene. The resulting linearized cassettes were used in two rounds
of electroporation using a nucleofector transfection system according to the manufacturer’s
instructions (Lonza, Basel, Switzerland) to produce a heterozygous cell line, simultaneously
resistant to hygromycin and bleomycin. To select the parasites that successfully expressed
the desired proteins, an appropriate antibiotic was used to treat each transfected parasite
line: G418 (Neomycin) at 50 ug/mL; Hygromycin at 50 pug/mL; Blasticidin S at 10 ug/mL;
Phleomycin at 10 ug/mL (all from InvivoGen, San Diego, CA, USA).

2.3. Parasite Treatment with 17-AAG or Pentamidine

In accordance with each experimental protocol, promastigotes of L. major were submitted
to treatment procedures using the antileishmanial 17-AAG (InvivoGen, San Diego, CA, USA)
(100, 300 or 500 nM) or pentamidine (Sigma, St. Louis, MO, USA) (10, 20 and 30 uM) for up to
72 h. At the end of each treatment period, parasites were pelleted by centrifugation for 3 min
at 1000x ¢ and then washed thrice in PBS for medium removal. Cells were then resuspended
in PBS and a 10 puL suspension was spread thinly over a slide covered with a 22 x 40 mm
coverslip, then sealed with nail varnish to perform fluorescence microscopy.

2.4. Assessment of Autophagosome Formation and Autophagosome Colocalization with Glycosomes
and Lysosomes by Fluorescence Microscopy

Fluorescence microscopy was used: (i) to assess the presence of GFP-ATG8-labelled
vesicles, characteristic of autophagosomes, which appear as punctate structures as pre-
viously described [40,42] and (ii) to evaluate the effects of 17-AAG treatment on the
autophagosomal maturation process using the two L. major double-mutant promastig-
otes: GFP-ATG8 and RFP-SQL; GFP-ATG8 and proCPB-RFP. To quantify the number of
GFP-ATG8-labelled vesicles and determine the percentage of parasites containing GFP-
ATG8-labelled vesicles, after mounting for up to 1 h, parasite smears were observed under
a DeltaVision Core deconvolution microscope (Applied Precision Inc., Issaquah, WA, USA)
using GFP or mCherry filters at 1,000 magnification. For cell visualization, DIC images
were also obtained under polarized light. All images were processed and analyzed using
SoftWoRx image analysis software (Applied Precision Inc.) [40,42]. At least 300 para-
sites were counted for each combination of treatment and time point, with no less than
three independent experiments considered. Also, the effects of 17-AAG treatment on
the autophagosomal maturation process was evaluated in the double-mutant L. major
promastigotes. Autophagosome colocalization with glycosomal cargo or with lysosomes
was evaluated after treatment with 500 nM of 17-AAG at 24 or 48 h. Parasites were also
imaged using a DeltaVision Core deconvolution microscope as described above. Images
were submitted to colocalization analysis using SoftWoRx image analysis as previously
described [43].

2.5. Parasite Viability

Axenic parasites in mid-log phase were treated with serial dilutions of 17-AAG for
48 h at concentrations ranging from 10 to 15,625 nM or with DMSO (control), and after
adding AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) (10% final concentration) followed by
incubation for another 24 h at 24 °C, reagent absorbance was measured at the wavelengths
of 570 and 600 nm.

To evaluate the kinetics of 17-AAG on the viability of Aatg5 compared to WT and
Aatg5::ATGS parasites, promastigote cultures were treated with 300 nM and 500 nM of the
Hsp90 inhibitor for 24 h, 48 h and 72 h at 24 °C. AlamarBlue was added and absorbance
was measured as described above. Treatment effect was estimated by determining the area
under the curve (AUC) for each group.
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2.6. Parasite Growth Curve

Leishmania cell lines (WT, Aatg5 and Aatg5::ATGS5) at a concentration of 10° cells/mL
were incubated in 10 mL of HOMEM medium supplemented with 10% (v/v) heat-inactivated
fetal calf serum and 1% (v/v) penicillin streptomycin solution. Cells were treated or not
with 100 nM of 17-AAG and counts were performed daily for at least 13 days. Parasite
numbers were recorded and plotted.

2.7. Western Blot to Assess Ubiquitylated Proteins

The accumulation of ubiquitylated proteins in parasites treated with 17-AAG (500 nM)
for 24 h was evaluated by Western blot analysis. As a positive control, parasites were treated
with the proteasome inhibitor MG132 (3 uM) for 24 h. Following treatment, parasites
were pelleted by centrifugation for 3 min at 1000 g, and then washed thrice in PBS for
medium removal. Protein extraction was then performed for Western blot analysis as
described below.

Parasites were lysed with laemmli buffer (2-Mercaptoethanol 0.1%, bromophenol blue
0.0005%, glycerol 10%, SDS 2%, Tris-HCl 63 mM, pH 6.8) at a proportion of 10 uL of buffer
for 10° parasites, then boiled for 5 min and cell extracts were stored at —20 °C. Proteins
were transferred from a 12% polyacrylamide gel, following electrophoresis, to a Hybond-
C nitrocellulose membrane (Amersham, GE Healthcare, Little Chalfont, UK). Transfer
was carried out by semi-dry blotting using a BioRad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer
Cell at 30 volts for 45 min, with membranes and filter papers soaked in transfer buffer
(20 mM Tris-HCl, 15 mM glycine, 20% (v/v) methanol, in distilled water). Membranes were
subsequently incubated in a blocking solution for 1 h at room temperature or overnight
at 4 °C under agitation. After blocking, each membrane was incubated with 1:1000 FK2
anti-ubiquitin antibody (LifeSensors, Malvern, PA, USA) diluted in fresh TBST buffer
with 3% milk for 1 h at room temperature. Secondary anti-mouse antibody conjugated
with horseradish peroxidase (HRP) (Promega, Madison, WI, USA) was diluted at 1:10,000
in fresh TBST buffer and each membrane was first incubated with an ECL (Enhanced
Chemiluminescence) solution (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate Kit,
Pierce, Rockford, IL, USA), and then exposed on Kodak photographic film. An antibody
against elongation factor 1ot (EF1x) (Millipore, Germany) was used for loading control.
Western blotting experiments were performed three times.

2.8. Assessment of Protein Aggregation

Axenic promastigotes of L. major lines (WT, Aatg5 and Aatg5::ATG5) were treated
with 17-AAG (500 nM) or MG132 (3 uM) for 24 h at 24 °C. The aggregation of soluble
proteins was analyzed following a previously described protocol [44] employing SDS-
PAGE. Briefly, 3 x 108 parasites were centrifuged at 1800x g at 4 °C for 10 min. The pellet
was resuspended in 500 uL of lysis buffer (50 mM potassium phosphate buffer, 1 mM EDTA,
5% glycerol, 1 mM protease inhibitor, Roche, Mannheim, Germany) and submitted to a 5
freeze-thaw cycles (liquid nitrogen-water). Intact cells were removed by centrifugation at
1800x g for 5 min and proteins were quantified. Then, 1 mg of protein from each group
was centrifuged at 15,000 x g for 20 min to isolate the membrane and aggregate fractions.
Next, pellets were resuspended in lysis buffer, then sonicated and membrane proteins
were removed via the addition of 2% NP40 followed by centrifugation at 15,000 g for
20 min. Pellets were resuspended in 100 uL of SDS sample buffer and heated at 95 °C for
5 min. Samples were then analyzed using 10% SDS-PAGE, followed by silver labeling
using a Bio-Rad Silver Stain kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) in accordance with the
manufacturer’s instructions. Experiments were independently repeated three times.

2.9. Statistical Analysis

The half maximal inhibitory concentration (ICsp) of 17-AAG in L. major WT, Aatg5
and Aatg5:ATG5 promastigotes was determined by performing sigmoidal regression
on each respective concentration-response curve. Data are presented as the mean +
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standard deviation of the mean under parametric analysis (One-way ANOVA or Welch’s
ANOVA test followed by Tukey’s or Dunnett’s Multiple Comparisons) or medians and
quartile ranges in the case of non-parametric analysis (Kruskal-Wallis test, Dunn’s multiple
comparison). All data were analyzed using the Prism program (GraphPad software, V.
9.1.0 LaJolla, CA, USA).

3. Results
3.1. 17-AAG Induces Autophagosome Formation in Promastigote Forms of Leishmania

Treatment of Leishmania parasites with 17-AAG at the concentration of 500 nM re-
sulted in an increased number of parasites containing green-labeled punctate structures
(Figure 1A). After 48 h of treatment at both 300 and 500 nM, among counted parasites,
33.1% (Q1: 29.3; Q3: 33.9) and 37.4% (Q1: 34.7; Q3: 37.8, p < 0.05), respectively, of parasites
contained punctate structures, while these alterations were seen in only 19.2% (Q1: 17.2;
Q3: 21.1) of control parasites (Figure 1B; p < 0.05). This percentage of L. major promastigotes
containing punctate structures increased after 72 h of treatment, with a median value
of 36.1% (Q1: 32.1; Q3: 44.4) of the parasites treated with 300 nM and 50.2% (Q1: 43.5;
Q3: 55.2, p < 0.05) of those treated with 500 nM revealing labeled vesicles in the cytosol,
while the level of control parasites containing punctate structures was 20.1% (Q1: 18.3;
Q3: 22.6) at 72 h of treatment (Figure 1B). The median values of the number of punctate
structures in parasites treated with 300 nM of 17-AAG at 48 and 72 h were not statistically
different compared to diluent-treated L. major promastigotes. The median number of GFP-
ATGB8-labeled vesicles per parasite after 48 and 72 h was higher in parasites treated with
500 nM of 17-AAG, with values of 1.8 (Q1: 1.7;Q3:1.8, p < 0.05) and 2.0 (Q1: 1.8; Q3: 2.2),
respectively, compared to median values of 1.4 (Q1: 1.2; Q3: 1.5, p < 0.05) and 1.2 (Q1: 1.2;
Q3: 1.4) (Figure 1B) in control parasites. The atg5-deficient parasites expressing GFP-ATGS8
(Aatg5(GFP-ATGS)) treated with 17-AAG exhibited no fluorescent punctate structures,
confirming that the vesicles detected in GFP-ATGS parasites were indeed autophagosomes
(Figure 1C). As an additional control, parasites were treated with another antileishmanial,
pentamidine, at concentrations of 10, 20 or 30 uM for 24, 48 and 72 h. Treatment with
pentamidine caused cell death (data not shown), yet few punctate structures were detected
in the cytosol of treated parasites (Figure 1D). This indicates that parasite death is not
always associated with autophagosome formation in Leishmania parasites.

3.2. 17-AAG Inhibits the Autophagosome Maturation Process

Since the inhibition of endosome and autophagosome fusion with lysosomes by chloro-
quine has been previously shown to be involved in parasite death [45-47], we investigated
whether treatment with 17-AAG was capable of altering the autophagosomal maturation
process. In double-mutant parasites expressing GFP-ATGS8 and the glycosomal marker,
RFP-SQL, a mean value of 22.7% =+ 4.4 of the total number of counted autophagosomes
colocalized with glycosomes in parasites treated with 17-AAG (500 nM, 24 h), similar
to untreated double-mutant parasites (30.5% =+ 6.4) (Figure 2A,B). After 48 h of treat-
ment, a comparable proportion of colocalization was observed in labeled compartments
(20.5% =+ 3.9) in treated parasites, which was significantly lower than that detected in
control parasites treated with DMSO, 41.6% = 5.2 (Figure 2A,B; p = 0.0006). Additionally,
double-mutant parasites expressing both GFP-ATG8 and the lysosomal marker, proCPB-
RFP, when treated with 17-AAG (500 nM) for 24 and 48 h, exhibited a remarkably lower
proportion of autophagosome-lysosome colocalization after 24 h, with mean values of
8.2% £ 5.1 (p = 0.0197) and 48 h, 12.1% = 11.6, in comparison to DMSO-treated controls:
35.6% % 16.6 and 38.6% =+ 25.6, respectively (Figure 2C,D). These findings indicate that
17-AAG treatment resulted in inhibition of the autophagosome maturation process via
fusion inhibition of ATG8-labelled vesicles with compartments labelled with lysosomal
and glycosomal markers.
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Figure 1. Evaluation of autophagosome formation in Leishmania promastigotes following treatment with 17-AAG. (A) Axenic
promastigotes of Leishmania expressing GFP-ATG8 were treated or not with 17-AAG (500 nM) for 24 or 48 h and imaged
by fluorescence microscopy. (B) The percentage of cells bearing autophagosomes and the number of autophagosomes
per cell were calculated at 24, 48 and 72 h after treatment with 17-AAG (300 or 500 nM). (C) Aatg5[GFP-ATGS] parasites
were treated with 17-AAG and imaged by fluorescence microscopy. (D) Comparison of the percentage of cells bearing
autophagosomes after treatment with pentamidine (10, 20 or 30 uM) or 17-AAG (500 nM) for 24 and 48 h. Lines within the
floating bars represent medians and floating bar quartiles (Q: 25% and 75%) from one out of three independent experiments
(Kruskal-Wallis test, Dunn’s multiple comparison test, * p < 0.05).
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Figure 2. Analysis of fusion between autophagosomes and glycosomes or lysosomes. (A) Axenic promastigotes of Leishmania
expressing GFP-ATG8 and RFP-SQL were treated or not with 17-AAG (500 nM) and imaged by fluorescence microscopy.
(B) Quantification of autophagosome-glycosome colocalization after treatment of Leishmania with 17-AAG. (C) Axenic
promastigotes of Leishmania expressing ATG8-GFP and proCPB-RFP were treated or not with 17-AAG (500 nM) and imaged
by fluorescence microscopy. (D) Quantification of Leishmania autophagosome-lysosome colocalization after treatment with
17-AAG. Bars represent medians + SD from one out of three independent experiments (Unpaired t test, *** p = 0.0006,
*p =0.0197).
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3.3. atg5-Deficient Parasites Are More Resistant to 17-AAG-Induced Cell Death Than
WT Parasites

To evaluate whether autophagy plays a role in 17-AAG-induced parasite death,
ICs0 values were determined for Aatg5 parasites treated with 17-AAG for 48 h, which
showed a mean value of 174.3 nM + 15.7, 83.7% higher than that determined for WT
(Figure 3A, p < 0.01). Moreover, when the atg5 gene was added back to the Aafg5 parasites
(Aatg5::ATGS), the resulting ICsp value was 104.3 nM = 32.9, similar to that found in WT
L. major promastigotes (95.0 nM = 23.1) (Figure 3A, p < 0.01). In addition, when cultivated
in medium containing 100 nM of 17-AAG for 13 days, Aatg5 parasites grew faster than
either WT or Aatg5:ATGS, as assessed by growth curves (Figure 3B) and the area under
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the curve (AUC) (Figure 3C). This marked growth was especially noticeable during the log
growth phase (days 5-6) when 500% more Aatg5 parasites were seen compared to WT or
Aatg5::ATG5 (Figure 3B). In contrast, no differences in parasite growth rates were observed
among these three parasite lines when cultivated in 17-AAG-free medium (Figure 3B).
Even when the highest concentrations of 17-AAG (300 and 500 nM) were administered to
promastigotes for up to 72 h, less toxicity was evidenced in the Aatg5 lineage compared to
WT or Aatg5::ATGS5 L. major parasites (Figure 3D). These findings provide evidence that
Aatg5 parasites are less susceptible to cell death following treatment with 17-AAG, which
suggests the participation of autophagy in inhibitor-induced parasite death.
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Figure 3. Effect of 17-AAG on survival and replication of WT, Aatg5 and Aatg5::ATG5 Leishmania.
(A) ICsq values for 17-AAG in different Leishmania lineages. Bars represent mean £ SD from four inde-
pendent experiments (One-way ANOVA, Tukey’s multiple comparisons test, ** p < 0.01). (B) Growth
curve reflecting 13 day-counts of WT, Aatg5 and Aatg5::ATG5 parasites, treated or not with 17-AAG
at 100 nM. Symbols are representative of means =+ SD from three independent experiments. (C) Area
under the curve (AUC) analysis of WT, Aatgb and Aatg5::ATG5 growth depicted in panel (B), fol-
lowing treatment with 17-AAG. Bars represent mean + SD from three independent experiments
(one-way ANOVA test, Tukey’s multiple comparison test * p = 0.0321 0.05, ** p = 0.0016). (D) AUC
analysis of WT, Aatgb and Aatg5::ATGS viability following treatment with 17-AAG at 300 nM and
500 nM for 24 h, 48 h and 72 h. Bars represent mean =+ SD of a single experiment performed in
quadruplicate (Welch’s ANOVA test, Dunnett’s T3 multiple comparison test * p < 0.05, ** p < 0.01).
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3.4. 17-AAG Treatment Results in Increased Accumulation of Ubiquitylated Proteins, but Not
Protein Aggregates, in L. major Parasites

Due to the participation of autophagy in Leishmania death arising from 17-AAG
treatment, we hypothesized that autophagic activation could be consequent to Hsp90

inhibition, which causes a subsequent enhancement in the amount of ubiquitylated protein.

Low basal levels of ubiquitylated proteins were seen in all untreated WT, Aatg5 and
Aatg5::ATG5 parasites (Figure 4). Treatment with 17-AAG (500 nM for 48 h) induced an
overall increase in the amounts of ubiquitin-labeled proteins in WT, Aatg5 and Aatg5:ATG5
parasites (Figure 4). A similar result was observed after 48 h of 17-AAG treatment (data not
shown). As expected, of the three lines evaluated, Aatg5 parasites demonstrated the greatest
accumulation of ubiquitylated proteins after treatment with either 500 nM of 17-AAG or
3 uM of MG132 (Figure 4). Predictably, the treatment of parasites with MG132 (3 uM, 48 h)

increased the accumulation of ubiquitylated proteins in all three parasite lines evaluated.

Moreover, treatment with MG132 also resulted in a higher proportion of autophagosomes
in GFP-ATGS parasites, as evidenced by the mean percentage of parasites bearing punctate
structures: 14.7% = 3.5 in parasites treated for 24 h with 3 uM of MG132, in comparison to
a mean value of 10.9% = 1.5 in control parasites (Figure 5A,B). This difference increased at
48 h to 30.6% = 4.6 of parasites treated with 3 UM of MG132 compared to 6.8% + 2.0 in
controls (Figure 5B, p = 0.0007). As was also expected, positive controls treated with 500 nM
of 17-AAG exhibited a significant increase in the percentage of parasites containing labeled

vesicles: 20.8% =+ 1.3 (p = 0.0035) at 24 h and 21.1% =+ 4.3 at 48 h (p = 0.0091) (Figure 5B).

Increased ubiquitylated protein accumulation can result in proteasomal overload and the
accumulation of protein aggregates or, alternatively, enhancement in the transcription of
Hsp70, Hsp90 and Hsp40 [48].
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hel
(9]
2
O w»
>c
e
g%
o -8
3
3

o-EF 1o I . —

Figure 4. Ubiquitylated protein profiles of WT, Aatg5 and Aatg5::ATG5 after 17-AAG or MG132
treatment. WT, Aatgh and Aatg5::ATGS parasites were treated with 17-AAG (500 nM) or MG132
(3 uM) for 48 h. Protein extracts were electrophoresed on a 12% gel, blotted and probed with an FK2
anti-ubiquitin antibody. EF1x was used as loading control.
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Figure 5. Evaluation of autophagosome formation in promastigotes of Leishmania following treatment with MG132.
(A) Promastigotes of Leishmania expressing GFP-ATG8 were treated or not with MG132 (3 uM) and imaged by fluorescence
microscopy. (B) The percentage of cells bearing autophagosomes was calculated after treatment with 17-AAG (500 nM) or
MG132 (3 uM) for 24 and 48 h. Bars represent mean + SD of three independent experiments (One-way ANOVA, Tukey’s
multiple comparisons test, ** p < 0.01, ** p < 0.001).

Using SDS-PAGE, protein extracts of all parasite strains: WT, Aatg5 and Aatg5::ATG5
treated with 17-AAG (500 nM for 24 h) did not result in increased protein aggregate
formation in comparison to untreated parasites, while positive control parasites treated
with MG132 (3 uM for 24 h) revealed increased amounts of protein aggregates (Figure 6).
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Figure 6. Effect of 17-AAG treatment on WT, Aatgh and Aatg5::ATG5 protein aggregate formation.

Culture aliquots from WT, Aatg5 and Aatg5::ATGS parasites treated with 17-AAG (500 nM) or MG132
(3 uM) for 24 h were withdrawn and analyzed to determine quantities of insoluble protein aggregates
by cell lysis and centrifugation. Protein aggregates were subjected to SDS-PAGE followed by silver
staining. One experiment is representative of two independent experiments.

4. Discussion

The present study confirmed that in Leishinania treated with 17-AAG, autophagy
is induced by an increased percentage of autophagosomes expressing GFP-ATGS, as
well as higher overall numbers of labeled autophagosomes per parasite. We also found
that the macroautophagy-deficient Aatg5[GFP-ATG8] Leishmania, which is unable to form
autophagosomes, did not form any detectable punctate structures.

The present study also found that treatment with 17-AAG induced a reduction in the
degree of colocalization between autophagosomes and glycosomes, as well as between
autophagosomes and lysosomes, in comparison to controls. Hsp90 is known to control the
expression of hundreds of proteins involved in diverse cell functions [49,50]. A previous
report described the involvement of Hsp90 in controlling vesicle trafficking and fusion
by folding proteins, responsible for recycling RAB proteins from vesicle membranes back
into the cytoplasm [51] and vesicle transport proteins that play a role in the transport of
glycoproteins from the Golgi to other compartments [52]. Since reduced colocalization
of the proCPB-RFP and GFP-ATGS8 was observed in Leishmania following treatment with
17-AAG compared to untreated parasites, we speculate that Hsp90 inhibition results in
the unfolding or incorrect folding of parasite proteins involved in vesicle trafficking and
fusion. The inhibition of the fusion of newly-formed autophagosomes with lysosomes
could result in the trapping of proteins and organelles within autophagosomes, leading to
parasite death. In agreement with our findings, a recent study described that disrupting a
cysteine protease located in the vacuolar compartment (VAC) of Toxoplasma gondii caused a
reduction in the proteolytic activity of parasite lysosomes, the accumulation of undigested
autophagosomes in parasite cytoplasm, and subsequently, a reduction in the intensity of
infection [53].

We found that survival in Aatg5 L. major promastigotes increased compared to WT
parasites under treatment with 17-AAG. Indeed, we showed that Aatg5 L. major were not
only able to survive and proliferate more efficiently than WT at a low dosage of 17-AAG
(100 nM) for 13 days, but were also found to be more resistant to death at higher dosages
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(300 and 500 nM). These findings lead us to propose that the activation of the autophagic
pathway contributes to Leishmania cell death. Macroautophagy is a successful adaptive
strategy that functions as a protective mechanism activated under different physiological
stress stimuli [54-56]. Similarly to our study, it has been shown that autophagy is induced
in T. gondii in response to endoplasmic reticulum stress, followed by the accumulation
of unfolded proteins [57]. Also, incomplete autophagosome maturation was shown to
be harmful to eukaryotic cells [58], including mammals [48,59] and T. gondii [53]. More-
over, it was previously demonstrated that several Leishmania lines present an inability to
complete the transformation process from promastigotes to amastigotes, including Aatgs
parasites [35], Aatg4.2 parasites expressing a mutant vesicular sorting protein 4 [33] form
autophagosomes that do not fuse with lysosomes, and Acpa/cpb parasites, which do form
autophagosomes that fuse with lysosomes, produce non-degraded lysosomal content due
to the deficiency of CPA and CPB enzymes [42,60]. This inability to complete transfor-
mation leads to a reduced survival rates inside macrophages in vitro [33,35,42,60] and
in vivo [35].

The inhibition of Hsp90 in cancer cells results in an increase in the accumulation
of ubiquitylated proteins in the cytosol [19], and subsequently, proteasome overload,
leading to both the accumulation of unfolded and misfolded proteins [23,61] and protein
aggregate formation [62-64]. We speculate that a similar event could take place in parasites
treated with 17-AAG. The accumulation of polyubiquitylated proteins following treatment
with Hsp90 inhibitors in animal models of neurodegenerative disease [17,24,65] inhibited
protein aggregate formation from the activation of Hsp70 and Hsp40 [48,66]. The present
study showed that treating Leishmania parasites with 17-AAG led to the accumulation
of ubiquitylated proteins at levels similar to those observed in parasites treated with the
proteasome inhibitor, MG132. Although 17-AAG treatment induced the accumulation
of polyubiquitylated proteins, Hsp90 inhibition most likely did not result in proteasome
overload, as no enhancement in the formation of protein aggregates was detected (Figure 6),
likely due to the activation of other Hsps [66].

In sum, our findings evidence that Leishmania cell death caused by 17-AAG is asso-
ciated with abnormal activation of the autophagic pathway, resulting in the formation of
autophagosomes unable to achieve complete autophagolysosomal maturation and there-
fore incapable of degrading engulfed material.
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Anexo C - Manuscrito 11

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 (Alpg/). In
this setting, Alpgl parasites displayed reduced viability compared to WT L. infantum; such
finding was reverted in the complemented Alpg/+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 (MMPS8) by cells infected with Alpgl L.
infantum compared to those that were infected with WT parasites. Furthermore, collagen I
matrix degradation was found to be significantly increased in Alpg! 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 Alpg! L. infantum. In
addition, killing of Alpg! 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 Alpgl 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
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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 (Ajpg7). In this
setting, Alpg1 parasites displayed reduced viability compared to WT L. infantum; such
finding was reverted in the complemented Alpg7+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 (MMP-8) by cells
infected with Alpg? L. infantum compared to those that were infected with WT
parasites. Furthermore, collagen | matrix degradation was found to be significantly
increased in Alpg1 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 Alpg1 L. infantum. In addition, killing of
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Alpg1 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
Alpg1 L. infantum fitness as it increased the intracellular parasite viability. Thus, our
observations demonstrate that LPG may be a critical molecule fostering parasite survivalin
human neutrophils through a mechanism that involves cellular activation and generation of

free radicals.

e Sk
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INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL), also known as Kala-azar, is a
reemerging neglected tropical disease spread throughout Asia,
Europe, the Middle East, Africa, and the Americas, with an
average of 400,000 cases per year (OPAS and WHO, 2016). In
the Old World, VL is caused by parasites of the Leishmania
donovani complex, while in Brazl, Leishmania infantum is its
main etiological agent (Franssen et al, 2020). Clinically, the
disease caused by this parasite is systemic and associated with
chronic immunopathology, which causes approximately 59,000
deaths annually worldwide (OPAS and WHO, 2016; Franssen
et al, 2020). The lack of a timely adequate treatment leads to
disease progression with involvement of organs such as bone
marrow, liver, and spleen. Lethality is usually associated with
hepatosplenomegaly, persistent fever, weight loss, hematological
manifestations, and immunosuppression, which is hallmarked by
substantial neutropenia and high susceptibility to death caused by
bacterial co-infections (Chappuis et al., 2007). Understanding the
interplay between Leishmania parasites and host immune cells,
and especially neutrophils, may help to develop innovative
strategies to optimize patient management and reduce the
disease burden.

Neutrophils play a key role in establishing Leishmania
infection, although macrophages are the major host cells
(Peters et al., 2008; Chaves et al.,, 2020). Neutrophils are the
first phagocytic cells to migrate and arrive in the parasite
inoculation site during transmission from the invertebrate
vectors (Laskay et al,, 2003; Laskay et al., 2008; Ribeiro-Gomes
and Sacks, 2012). Upon arrival at the infection site, these innate
immune cells promote a boost in inflammation through
production and/or secretion of a variety of enzymes that result
in tissue remodeling, such as the metalloproteinase-8 (MMP-8)
(Dieffenbach et al., 2021) , and of reactive oxygen species (ROS)
that promote not only parasite killing but also immunopathology
(Diaz-Gandarilla et al., 2013; Ferraz et al., 2015). When parasites
are phagocytized, neutrophils rapidly release lysosomal enzymes
in the intracellular compartment containing Leishmania, which
results in parasite killing. It is critical for the Leishmania parasite
to evade neutrophil microbicide responses (Hurrell et al., 2016;
Passelli et al., 2021).

Lipophosphoglycan (LPG) is localized at the surface of
Leishmania promastigotes (Forestier et al., 2015) and has been
described as a virulence factor (Forestier et al., 2014;
Podinovskaia and Descoteaux, 2015) that protects the parasite
from host-mediated damage. LPG also dampens the cellular

neutrophils, ROS, infection

activation to favor silent entry of Leishmania and benefits its
persistence inside infected cells (Becker et al., 2003; Spath et al.,
2003; Lodge et al, 2006). During neutrophil infection with
Leishmania, the presence of LPG has been reported to inhibit
the pro-oxidative response (Laufs et al., 2002; Salei et al., 2017)
and the fusion of phagocytic vacuoles with lysosomes (Gueirard
et al, 2008), favoring the success of infection. LPG from L.
donovani has also been described to favor parasite viability in the
presence of neutrophilic microbicidal mechanisms, such as
induction of neutrophil extracellular traps (NETs) (Gabriel
et al,, 2010). Thus, LPG is thought to be a key component of
Leishmania promastigotes that sustains parasite viability by
evading well-established antimicrobial mechanisms inside
neutrophils. Whether this molecule operates similarly in other
species of Leishmania is still an area of great interest and not fully
understood. The present study aimed at filling this gap regarding
L. infantum, which is mostly responsible for the high burden of
VL in South America. To this end, we used an LPG-deficient
Ipgl-/- mutant, which has been previously developed by our
group (Lazaro-Souza et al,, 2018). The findings reported here
point to an interesting role of LPG that promotes parasite
survival through an intricate mechanism that involves
neutrophil activation, extracellular matrix degranulation, and
oxidative stress.

METHODS
Ethics Statement

Written informed consent was obtained from all the study
participants following the Declaration of Helsinki. The
protocol was approved by the Institutional Review Board of
the Federal University of Sergipe, Brazil (license
number: 04587312.2.0000.0058).

Obtaining Human Neutrophils

Human blood was obtained from healthy volunteers at the
Hemocenter of the State of Bahia (HEMOBA). The isolation of
neutrophils was done as previously described (Quintela-Carvalho
et al,, 2017). The collected blood was added in Polymorphprep
medium to obtain the polymorphonuclear cloud, performed
according to the manufacturer’s instructions (Axis-ShieldPoc
AS, Oslo, Norway). Then, the blood was centrifuged for 30 min
at 1,300 RPM at 25°C. After centrifugation, two bands were
detectable: the first consisted of mononuclear cells and the
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second consisted of polymorphonuclear cells. Thus, neutrophils
were collected and washed three times with saline at 4°C for 10
min at 1,200 RPM. This method allowed a purified population
with about 94% neutrophils. Neutrophils were plated at a
concentration of 5 x 10° per well, in 96-well plates, with RPMI
1640 medium supplemented with Nutritional-SP 1% and 1% L-
glutamine (2 mM), 100 U/ml penicillin, and 100 pg/
ml streptomycin.

Parasite Cultures

Wild-type (WT) L. infantum BA262 promastigotes and the
isogenic LPG-deficient mutant of L. infantum (Lazaro-Souza
et al., 2018) were cultured in HOMEM medium supplemented
with 10% inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml
penicillin, 100 pg/ml of streptomycin, and 2 mM of L-
glutamine, at neutral pH and in culture bottles (3 ml or 5 ml
of medium) kept inside a BOD at 25°C. The Alpgl parasites were
grown in HOMEM medium supplemented with Hygromycin B
50 pg/ml and G418 70 g/ml to prevent LPG from being
synthesized (Lazaro-Souza et al., 2018). For infections, WT and
Alpgl L. infantum promastigotes were used in a stationary
growth phase.

Infection of Human Neutrophils

Human neutrophils were plated at a concentration of 5 x 10° per
well and were incubated with WT or Alpgl L. infantum
stationary promastigotes, with a 1:10 infection rate (neutrophil:
promastigote). The cultures were incubated for 3 h to evaluate
the infection.

Parasite Burden and Viability of
Promastigotes L. infantum in Infected
Human Neutrophils

The phagocytosis of WT, Alpgl, or Alpgl+LPGI L. infantum
promastigotes was analyzed through the frequency (%) of
neutrophils with internalized parasites, examined by microscopy.
The total number of parasites counted inside infected neutrophils
(metric: parasites/200 neutrophils), was also examined by optical
microscopy at 3- and 6-h post-infection. Moreover, the percentage
of infected neutrophils containing CFSE-labeled parasites was
assessed using flow cytometry (Fortessa, BD). The viability of
promastigotes was assessed by counting viable parasites using an
adaptation of the Schneider method (Ribeiro-Gomes et al., 2004;
Quintela-Carvalho et al.,, 2017). Specifically, neutrophils were
incubated with WT, Alpgl, or Alpgl+LPGI L. infantum
promastigotes for a time course of 3- and 6-h post-infection
maintained in a CO, incubator at 37°C with 5% CO, in the
presence of RPMI medium with 10% BFS. After 3-h and 6-h post-
infection, infected neutrophils were centrifuged at 1,300 RPM for
10 min at 4°C and the supernatant containing non-internalized
promastigotes was discarded and replaced with 200 pl of
HOMEM medium. Then, the infected neutrophils were
incubated in the BOD at 22°C, and after 24 h, viable
promastigotes that form freely in the medium were counted in
Neubauer chambers. During this time, Leishmania parasites
proliferate/multiply extracellularly in HOMEM medium, thus

explaining why the total number of parasites at the 24-h time
point is higher than that observed in the initial inoculum.

For membrane fusion inhibition assay, promastigote viability
in infected neutrophils was assessed in 30 min pretreatment with
Wortmannin (500 nM - SIGMA).

Transmission Electron Microscopy

After 3 h of infection with WT and Alpgl L. infantum
promastigotes, neutrophils were washed, collected, and fixed in
0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2, with 1% glutaraldehyde (Sigma-
Aldrich), 4% formaldehyde, and 5 mM CaCl,. Subsequently, they
were post-fixed in 1% osmium tetroxide and 0.08% potassium
ferricyanide. The dehydration was done in increasing series of
acetone concentration and replaced by Polybed resin
(Polysciences Inc., USA). After being cut into ultrafine
sections, the cells were stained in uranyl acetate and citrate for
observation under a Zeiss EM 109 transmission electron
microscope and recording of representative images.

Confocal Immunofluorescence Microscopy

For the immunofluorescence assays, WT and Alpgl L. infantum
promastigotes were labeled with probe 5(6)-Succinimidyl
carboxyfluorescein ester (Cell Trace CFSE Cell Proliferation
Kit) at a concentration of 2 uM, for 10 min and washed 3
times in PBS 1X buffer to remove excess CFSE. Human
neutrophils were infected with WT or Alpgl parasites labeled
with CFSE and incubated with Lysotracker red for acid
compartments localization (Molecular Probes). After 3 h of
infection, nuclear staining was done with 4’,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) and the samples were observed through a
fluorescence confocal microscope (Leica Microsystems). The
number of lysotracker positive vacuoles was quantified in 10
distinct fields and the spots represent individual cells containing
colocalization of lysotracker and Leishmania positive vacuoles.

Quantification of MMP-8

To analyze the release of neutrophilic enzyme MMP-8,
supernatants from controls and cultures of infected neutrophils
with WT or Alpgl L. infantum promastigotes were collected and
immediately tested for the presence of enzyme, according to the
manufacturer’s instructions (R&D systems, Minneapolis, USA).

Matrix Degradation Assay

Collagen type I matrix (Collagen I, Rat Tail - Gibco) was
prepared at a 2 mg/ml concentration with 10% PBS phosphate
buffer 10X, 0.26% NaOH 1 N and 10% fluorescent gelatin
(Gelatin from pigskin, Oregon green 488 conjugate -
Invitrogen). Neutrophils (5 x 10*) were then added to the
matrix and cultured for 3 h at 37°C and 5% CO,, fixed with
PFA 4% for 15 min, and visualized with a Leica DMi8 inverted
fluorescence microscope. Quantification of matrix degradation
was assessed by measuring the pixels of gelatin-FITC
degradation area using FIJI software. Areas corresponding
to 30 cells were quantified for each condition in 3
separate experiments.
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Detection and Inhibition of

Oxidative Response

To evaluate oxidative response inhibition, human neutrophils
were previously incubated or not with 20 uM of Apocynin
(Sigma), a potent antioxidant (REF), for 1 h, followed by 30
min of infection with WT or Alpgl L. infantum promastigotes.
After this period, these cultures were treated for an additional 30-
min interval with 10 uM of the dihydroethidium probe (DHE)
(Invitrogen/Molecular Probes, Grand Island, NY, USA). Using
this assay, upon entering cells, a DHE probe is oxidized by
superoxide anions emitting red fluorescence and detected by flow
cytometry (Fortessa, BD).

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism
8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Infection
experiments were performed in quintuplicate, and data on
central tendency and dispersion are presented as medians and
interquartile ranges, respectively. Comparisons were made using
the nonparametric Mann-Whitney U test or the Kruskal-Wallis
test (for more than two samples) with Dunn’s multiple
comparisons post-test. Frequencies (%) of categorical variables
were compared using the Pearson’s chi-square test. Differences
were considered statistically significant when p < 0.05.

RESULTS

LPG1-Null Mutants Exhibit Limited Survival
in Neutrophils

To determine the role of LPG during infection, human
neutrophils were infected for 3 h with WT, Alpgl, and Alpgl +
LPG1 L. infantum promastigotes. We performed assays counting
frequency (%) of infected cells (Figure 1A) and the number of
parasites per cell by microscopy (Figure 1B). Moreover, we used
flow cytometry to determine the % of infected cells with CFSE-
labeled parasites (Supplementary Figure 1 and Figure 1C). The
survival assays revealed that Alpgl parasites presented impaired
viability inside neutrophils compared to that detected with wild-
type Leishmania (Figure 1D). We also performed an infection
comparing an early (3 h) and a later (6 h) time point where most
of the parasites were already internalized. The percentage of
infected cells (Figure 1E) and number of parasites per 200 cells
(Figure 1F) were similar at both time points, indicating that
Alpgl parasites are more frequently internalized by neutrophils.
In addition, parasite survival was analyzed and we observed that
regardless of the time of infection (3 h or 6 h), the AlpgI parasites
presented impaired viability inside neutrophils compared to that
detected with WT Leishmania (Figure 1G). Furthermore,
morphology of neutrophils infected with WT or Alpgl L.
infantum promastigotes was analyzed by transmission electron
microscopy (TEM). We noted that the cellular structure and
morphology of WT L. infantum in the parasitophorous vacuole
were well preserved. In contrast, Alpgl parasites exhibited
disturbed morphology with degradation of intracellular

structures, which may be indicative of parasite killing
(Figure 1H). These results show that the WT parasites and the
Alpgl + LPGI complemented parasites behave similarly. For this
reason, we performed the next experiments with the W' and
Alpgl mutant parasites only. These results show that Alpgl L.
infantum parasites infect more neutrophils than WT parasites,
but they do not survive as much as the WT once they are
internalized. The findings suggest that LPG may be important for
parasite persistence inside infected cells.

LPG Hampers Lysosomal Fusion and
Formation of Acidic Compartments
Containing L. infantum

The results reported above indicated that viability of Alpgl
parasites was diminished compared to that observed in WT
controls. This finding led us to hypothesize that a potential
mechanism underlying such phenomenon may implicate
lysosomal activity. To test this idea, human neutrophils were
infected with WT or Alpgl L. infantum promastigotes labeled
with CFSE (green fluorescence) followed by Lysotracker staining
(red fluorescence). After 3 h of infection, we observed that Alpgl
L. infantum mutant co-localized with lysotracker whereas WT
controls did not (Figure 2A). Reinforcing the information shown
in confocal microscopy, the quantitative results indicated that
the frequency of lysotracker-positive vacuoles/field was
substantially higher in cultures of neutrophils infected with
Alpgl parasites compared to those of cells infected with WT
controls (Figure 2B). To confirm that trafficking of Alpgl
parasites to lysosomes was involved with the impairment of
their viability, we repeated the viability assay in the presence
of Wortmannin, an inhibitor of parasitophorous vacuole
acidification (Tavares et al., 2016). Inhibition of neutrophil
vacuole acidification led to an increased viability of Alpgl L.
infantum parasites, which is consistent with the notion that LPG
may protect L. infantum from degradation in acidic
compartments (Figure 2C).

L. infantum Genetically Lacking LPG1
Activates Human Neutrophils to

Secrete MMP-8

We next tested whether the absence of LPG could be driving
neutrophil activation. MMP-8 is an important product of
neutrophil activation and has a role in acute inflammation
through collagen degradation (Dieffenbach et al., 2021). We
found higher concentrations of MMP-8 in culture supernatants
of neutrophils infected with Alpgl L. infantum compared to
uninfected cells or those infected with WT controls (Figure 3A).
To delineate the potential consequences of this augmented
secretion of MMP-8 by neutrophils infected with Alpgl
parasites, we performed a type-I collagen matrix degradation
assay in our experimental model. The microscopy images
confirmed the reduction of the collagen matrix in cultures of
neutrophils infected with Alpgl L. infantum (Figures 3B-D).
Figure 3E summarizes the experiments to show that neutrophils
infected with the Alpgl L. infantum mutant displayed, on
average, a higher matrix degradation area compared to control
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FIGURE 1 | Viability and ultrastructure of Lpg7-null mutants in neutrophils. Human neutrophils were infected with L. infantum WT, Alpg1, or Alpg1+LPG1 for 3 h
Light microscopy was used to assess the percentage of neutrophils that contained internalized parasites (A) and number of parasites per 200 neutrophils (B). Flow
cytometry was used to examine the percentage of neutrophils containing CSFE-labeled parasites (C). In similar experiments, human neutrophils were infected for

3 h, when the culture medium was replaced by HOMEM medium. Count of released viable promastigotes in supernatant was performed after 24 h (D). Each point in
the graphs represents a donor; bars represent median values and whiskers infer interquartile ranges. Asterisks indicate statistically significant differences assessed by
the non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons ad hoc test (*p < 0.05, *p < 0.01, **p < 0.001). Human neutrophils were infected with

L. infantum WT or Alpg1 (1:10) for 3 and 6 h Light microscopy was used to assess the percentage of neutrophils that contained internalized parasites (E) and the
number of parasites per 200 neutrophils (F). In similar experiments, human neutrophils were infected for 3 and 6 h when the culture medium was replaced by
HOMEM medium. The number of released viable promastigotes in the supernatant was obtained after 24 h (G). Each dot in the graphs represents a donor; bars
represent median values, and whiskers infer interquartile ranges. Asterisks indicate statistically significant differences evaluated through the non-parametric Mann-
Whitney U test (**p < 0.01). Human neutrophils were infected for 3 h with L. infantum WT or Alpg1, processed and analyzed by transmission electron microscopy
(TEM); representative images are shown (H).

or WT-infected neutrophils (Figure 3E). Although there were degrade extracellular matrix are likely to be relevant
statistically significant differences in MMP-8 and collagen  biologically; however, our experimental system does not allow
degradation measures between the experimental groups, the  us to investigate such matter in vivo. Regardless of such
magnitude of such differences may be seen as low at a first  limitations, these results argue that LPG may indeed interfere
glance. Increases of 30% in degranulation of enzymes that  with the production of neutrophil-associated matrix remodeling.
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FIGURE 2 | Impact of neutrophils' acidic compartments on survival of Lpg 7-null mutant parasites. (A) Human neutrophils were infected with L. infantum WT or Alpg1
stained with carboxyfluorescein succinimidyl Ester (CFSE) in green and incubated with Lysotracker (lysosomal district marker) in red and with DAPI (nuclear mark) in
blue. After 3 h, acidic parasitophorous vacuoles in neutrophils were imaged for colocalization using a fluorescence microscopy, and representative data are shown (A).
Frequency of neutrophils staining positive for Lysotracker per microscopy field was compared between the groups of cells infected with WT or Alpg1 parasites. Data
were compared using the Pearson chi-square test (o < 0.05) (B). Human neutrophils, treated or not with Wortmannin (500 nM), were infected with L. infantum WT or
Alpg1 for 3 h, when RPMI was replaced by HOMEM medium. Count of released viable promastigotes in supernatant was performed after 24 h (C). Each point in the
graphs represents a donor; bars represent median values and whiskers infer interquartile ranges. Asterisks indicate statistically significant differences evaluated through

the non-parametric Mann-Whitney U test (*'p < 0.01).

Death of L. infantum Alpg1 Promastigotes
Is Dependent on ROS Production

Although the results so far have demonstrated a role for LPG in
protecting L. infantum promastigotes from the microbicidal
activity of neutrophils and in dampening neutrophil activation,
the specific mechanism leading to the killing of the Alpgl mutant
parasites in neutrophils had not been clarified. ROS are well-
known microbicidal mediators against bacteria and parasites
(Diaz-Gandarilla et al., 2013; Forrellad et al., 2019). We therefore
evaluated the potential role of ROS in the killing of Alpgl L.
infantum promastigotes. First, we measured ROS production by
neutrophils infected with WT or Alpgl L. infantum promastigotes
in the presence or not of a potent ROS inhibitor (Apocynin). The
results demonstrated that both WT and Alpg] parasites induced

in Cellular and Infection Microbiology

ROS production to a similar extent (Figure 4A); such effect was
reverted by the treatment with Apocynin, as expected. Since our
results reported above indicated that LPG protects promastigotes
from the microbicidal activity of neutrophils, we next investigated
whether this protection occurs through affecting sensitivity to ROS.
We performed a parasite viability assay in the absence or the
presence of the ROS inhibitor Apocynin. As shown in Figure 4B,
the presence of Apocynin in cultures of neutrophils infected with
the WT promastigotes had no effect on the viability of the
parasites. Strikingly, inhibition of ROS production led to
substantial increase in the viability of the Alpgl L. infantum
parasites. These findings agree with our hypothesis that Alpgl
L. infantum are more sensitive to oxidative stress responses
from neutrophils.
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FIGURE 3 | Infection with L. infantum Alpg1 triggers secretion of MMP-8 and extracellular matrix type-I collagen degradation. Human neutrophils were infected with
L. infantum WT or Alpg1 for 3 h Concentrations of MMP-8 in cell supernatants were quantified by ELISA and compared between the groups (A). Representative
images of collagen | matrix degradation by human neutrophils in the following conditions: non-infected (B), infected with WT (C), or infected with Alpg? L. infantum
(D). Pictures were obtained using an inverted microscope. Quantification of collagen | matrix degradation was performed using the FIJI program, from 20 to 25 cells
per group, which are represented by the points on the graph; data from three distinct experiments using cells from different donors are shown (E). In (A) Asterisk
indlicate significant differences examined using the nonparametric Mann-Whitney U test (*p < 0.05,). In (E) Asterisks indicate statistically significant differences
assessed by the non-parametric Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple comparisons ad hoc test (**p < 0.001).Differences between experimental group and control

are indicated with hashtags (“p < 0.05) and (*"p < 0.001).

DISCUSSION

Lipophosphoglycan, the most abundant glycoconjugate on the
surface of Leishmania promastigotes, has been shown to play a
central role in the ability of these parasites to establish infection
in the host phagocytes (Ribeiro-Gomes & Sacks, 2012). Results
from previous studies with LPG-deficient Alpgl mutants in L.
donovani or other species from the Old World cannot always be
validated in species from the New World (Privé and Descoteaux,
2000). In our study, we investigated how LPG from L. infantum,
the principal etiological agent of VL in Brazil, influences the
initial establishment of infection during interaction with
human neutrophils.

Using a well-established in vitro model with infection of
human neutrophils, we observed that the LPG-deficient L.
infantum parasites are more frequently phagocytized when
compared to LPG-expressing WT or Alpgl + LPGI parasites.
However, the results from the viability assay indicate that once
internalized, the LPG-defective parasites do not survive at 3 h
post infection to the same extent as that observed with WT or
Alpgl + LPGI parasites. This observation suggests that this

molecule is important for the ability of the parasite to survive
and establish infection in human neutrophils. In studies
performed in the past (Ribeiro-Gomes and Sacks, 2012;
Tavares et al., 2014; Quintela-Carvalho et al.,, 2017), we
detailed analysis of the dynamicity of human neutrophil
infection, activation, and death in vitro. In our hands, in the
context of the experiments with Leishmania infection in vitro,
neutrophils do not survive for much longer after isolation from
peripheral blood (after 8 h post isolation since these cells
undergo apoptosis). In addition, neutrophils are leukocytes
with extremely rapid responses, and several important
mediators are immediately released from endovesicles without
the need of de novo production. Therefore, it is not possible to
evaluate infectivity after 8 h post-infection without a high degree
of bias due to death of neutrophils. For this reason, our
experiments were carried out at 3 h and 6 h post infection.
Since the abovementioned results were similar to experiments
of internalization and viability with WT and Alpgl + LPGI
parasites, we performed the next assays only comparing the W'T'
with the LPG-deficient L. infantum parasites. When combined,
our experiments indicate that LPG from L. infantum may be a
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FIGURE 4 | Death of L. infantum Alpg1 promastigotes is dependent on ROS production. Human neutrophils were treated or not with Apocynin (APO) (20 pM) for
1 h, followed by 30 min of infection with L. infantum WT or Alpg1. After this period, neutrophils were incubated with the dihydroethidium probe (DHE) and ROS
production was analyzed using flow cytometry (A). Human neutrophils, treated or not with Apocynin (20 uM), were infected with L. infantum WT or Ajpg1 for 3 h,
when culture medium was replaced by HOMEM medium. Count of released viable promastigotes in supernatant was performed after 24 h (B). Each point in the
graphs represents a donor; bars represent median values and whiskers infer interquartile ranges. Asterisks indicate significant differences examined using the
nonparametric Mann-Whitney U test ("p < 0.05, *p < 0.01). Differences between indicated experimental group and control are indicated with ### (o < 0.001).

factor dampening neutrophil activation. Thus, LPG-lacking
parasites may more robustly activate neutrophils, which would
explain increased phagocytosis, infection, and intracellular
killing. Our findings prompted us to hypothesize that such
effect of LPG on human neutrophils may be a critical
mechanism to foster parasite persistence and establishment of
infection in susceptible hosts.

A previous observation that an antibody against LPG
prevented L. major promastigote binding to macrophages
(Handman and Goding, 1985) led to the conclusion that LPG
is required for promastigote internalization. However, with the
availability of genetically defined LPG-defective mutants
generated in both L. major and L. donovani, it became clear
that LPG is completely dispensable for promastigote
internalization by macrophages (Holm et al., 2003; Spath et al.,
2003). In fact, as reported by both Spath et al. (2003) and Holm
et al. (2003), uptake of LPG-defective promastigotes by
macrophages is superior to that of WT and add-back parasites.
Further investigation revealed that LPG reduces the phagocytic
capacity of macrophages by excluding the membrane fusion
regulator Synaptotagmin (Syt) V from the nascent phagocytic
cup (Vinet et al, 2011). Syt V regulates phagocytosis by
controlling focal exocytosis of endocytic organelles (Vinet
et al,, 2008). Our results showing increased internalization of
LPG-defective L. infantum by neutrophils are thus consistent
with the previous findings described above.

To survive intracellularly, vacuolar pathogens have developed
mechanisms to evade the action of microbicidal molecules acting
inside vesicles of phagocytic cells. In macrophages, bacteria such
as Mycobacterium tuberculosis or protozoa such as Toxoplasma
and Leishmania can survive by preventing the formation of
microbicidal phagolysosomes (Robert-Gangneux and Darde,

2012; Forrellad et al., 2013; EDR and JE, 2016). Here, we
investigated whether LPG interferes in a similar mechanism to
protect L. infantum promastigotes within parasitophorous
vacuoles in human neutrophils. Our observation that Alpgl L.
infantum parasites, but not WT, are found within acidified
parasitophorous vacuoles is consistent with previously reported
findings demonstrating that LPG prevents phagolysosome
biogenesis and acidification (Desjardins and Descoteaux, 1997;
Dermine et al., 2000; Gueirard et al., 2008; Vinet et al., 2009; da
Silva Vieira et al., 2019; Matte et al., 2021). To confirm the role of
acidified compartments in the killing of Alpgl L. infantum, we
performed a viability assay in the presence of Wortmannin, an
inhibitor of vesicle fusion and phagolysosome formation
(Tavares et al., 2016). Wortmannin treatment during
neutrophil infection increased the viability of Alpgl L.
infantum to a similar degree of that quantified in cells infected
with WT L. infantum. Notably, these observations are in
agreement with previous investigations using promastigotes
from Leishmania major and L. donovani species (Dias et al,
2018; Verma et al,, 2018). In those experiments, promastigotes
survived in human neutrophils by preventing the early fusion of
specific and tertiary granules with the vacuole containing the
parasite. This result reinforces the idea that LPG plays a
protective role to favor Leishmania persistence inside
neutrophils through a mechanism that involves phagosome
fusion. Wortmannin is a potent PI3K inhibitor, and its effects
on diminishing phagosome acidification are very well described
(Krysko et al., 2006; Cheekatla et al., 2012), but this drug may
have pleiotropic effects and thus further investigations are
required to address whether the effects described in our study
are reproducible with other and more selective inhibitors of
phagosomal acidification.
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Neutrophil microbicidal mechanisms to control infections
include the release of granule contents in the phagosome or
extracellularly (Carlsen et al., 2015; Hurrell et al., 2016). We took
two approaches to investigate this phenomenon in the context of
our experimental model. We first examined whether infection
was related with release of MMP-8, which represents an
important neutrophil-associated collagenase. The experiments
indicated that the concentration of the neutrophilic enzyme
MMP-8 was increased in supernatants of neutrophils infected
with Alpgl L. infantum when compared to ones infected with
the WT.

MMPs are a family of proteolytic enzymes related to tissue
remodeling and inflammation (Sivak and Fini, 2002). Some
MMPs may be associated with damage to the extracellular
matrix (Nusblat et al.,, 2011). To test whether increased MMP-
8 release would result in potential tissue remodeling, we
performed a matrix degradation assay. As expected,
neutrophils infected with Alpgl L. infantum degraded a more
extended area of matrix compared with uninfected cells or those
infected with WT parasites. This augmented matrix degradation
is a hallmark of tissue remodeling observed during infection of
host tissues and thus our results argue that LPG may restrict
tissue damage. We hypothesize that LPG contributes to a more
silent infection and less disturbance of host homeostasis, which
will minimize the inflammatory response against the parasite.

The second line of investigation of the microbicidal
mechanisms was to define whether LPG also interferes with
oxidative effector functions. Neutrophil activation status is
directly associated with its ability to produce reactive oxidative
species. Several pathogens such as Leishmania can induce or
potentiate the oxidative response in neutrophils (Laufs et al.,
2002; Carlsen et al,, 2015). We measured ROS production by
neutrophils using flow cytometry. The results indicated that
infection with either WT or Alpgl L. infantum promoted a
similar increase in ROS production by neutrophils. Thus,
LPG does not seem to directly affect pro-oxidation promoted
by neutrophil activation during infection. Previous work from
our group has demonstrated that the reduction of Alpgl
L. infantum survival during infection of murine macrophages
is related to higher levels of NF-xB-dependent iNOS induction,
which drives nitric oxide generation (Lazaro-Souza et al.,
2018). In macrophages, the LPG from Leishmania has been
associated with reduction in superoxide levels as it impairs the
assembly of the NADPH complex (Lodge et al., 2006).
Neutrophils infected with L. major are also known to decrease
oxidative stress in the presence of apoptotic cells, promoting the
persistence of the parasite in these cells (Mollinedo et al., 2010;
Salei et al., 2017). Our findings suggest that the oxidative
response could contribute to the control of the parasite load in
neutrophils infected with Alpgl L. infantum promastigotes,
mainly because these parasites do not present LPG on its
surface as a protective barrier.

Leishmania’s LPG is thought to inhibit the maturation of
vacuoles in which they are contained by blocking recruitment of
the v-ATPase and acidification (Vinet et al., 2009; Matte et al.,
2021) and assembly of the NADPH oxidase (Lodge et al., 2006).

The blockage of phagosome acidification inhibits action of ROS.
As the results so far indicated that LPG was acting through a
similar mechanism in our model, we speculated that Alpgl L.
infantum is not capable of preventing phagosome maturation,
causing an increased ROS production in neutrophils that could
be reversed in the use of NADPH oxidase inhibitors. To test this
hypothesis, we used Apocynin during the infection of
neutrophils with Alpgl L. infantum. The results observed in
Figure 4B show that APO treatment had no effect on parasite
viability in cultures infected with WT but it did improve viability
of the Alpgl mutant. Thus, diminished ROS seem to be
contributing more to survival of the LPG-defective strain in
this experimental setting than that of WT. The results cannot
delineate why WT parasites were less sensitive to ROS inhibition
with APO, but they do show that there was a robust effect on
Alpgl parasites. Ideally, one could perform the assays in cells KO
to NADPH oxidase, which could clarify the role of ROS in the
system without the use of inhibitors and would also allow the
identification of the role of host-derived ROS. It is possible that
the presence of LPG in WT parasites has promoted escape
mechanisms that involve resistance to ROS inside infected
cells, minimizing the odds of detecting an effect of the
Apocynin treatment. Altogether, these data support the role of
LPG in the protection of L. infantum from ROS
microbicidal effect.

The combined findings exposed here uncover novel nuances
about the role of L. infantum LPG as a relevant virulence factor
that interferes with the capacity of the neutrophils to promote
successful parasite killing. By exerting a negative effect on
phagosome fusion, neutrophil activation, and oxidative
metabolism, LPG may support survival of parasites inside host
cells, which is a critical path towards persistence of infection and
parasitism. Further studies are necessary to investigate the
pathways and other mechanisms involved in the role played by
the activation of neutrophils and other cell types.
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