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RESUMO

Introducéo: Leishmania € um parasito intracelular capaz de causar lesdo na pele,
mucosa e 6rgaos internos. A disseminacdo e homing de células infectadas contendo
antigenos de Leishmania sdo fundamentais para a sobrevivéncia do parasito no
hospedeiro e para o estabelecimento da lesdo. Em trabalho publicado anteriormente
por Menezes e colaboradores em 2016, utilizando macréfagos murinos, foi mostrado
uma reducédo da motilidade e migracao de macréfagos infectados por Leishmania em
ambiente bidimensional, associada a reducdo da expressdo de proteinas envolvidas
em formagdo de complexos de adesdo, assim como sua fosforilagdo. As autoras
mostraram ainda um aumento da polimerizacdo de filamentos de actina nessas
células. Entretanto, pouco se conhece sobre a migracdo de células dendriticas
infectadas por Leishmania e os mecanismos envolvidos nesse processo. Objetivo:
Avaliar a migragdo de células dendriticas infectadas por diferentes espécies de
Leishmania em contexto bidimensional. Metodologia: Foram avaliadas a migracao
celular, expressao de proteinas do complexo de adesao, polimerizacdo da actina e
expressdo do CCR7. Resultados: Houve um aumento na taxa de células migrantes,
uma maior expressao de FAK e paxilina fosforilada, direcionamento dos feixes de
actina polimerizada para a borda celular e aumento da expressao de CCR7 nos grupos
infectados por L. infantum. Conclusé&o: Observou-se que a infeccéo por L. infantum
leva a um aumento na migracdo de células dendriticas, sugerindo uma associacao
destas células com o processo de visceraliza¢do da doenca.

Palavras-chave: células dendriticas, Leishmania, Migracéao.



ABSTRACT

Introduction: Leishmania is an intracellular parasite capable of causing damage to
the skin, mucosa and internal organs. The dissemination and homing of infected cells
containing Leishmania antigens are essential for the survival of the parasite in the host
and for the establishment of the lesion. In a study previously published by Menezes et
al in 2016, using murine macrophages, a reduction in the motility and migration of
Leishmania-infected macrophages in a two-dimensional environment was shown,
associated with reduced expression of proteins involved in the formation of adhesion
complexes, as well as their phosphorylation. The authors also showed an increase in
the polymerization of actin filaments in these cells. However, little is known about the
migration of dendritic cells infected by Leishmania and the mechanisms involved in this
process. Objective: To evaluate the migration of dendritic cells infected by different
species of Leishmania in a two-dimensional context. Methodology: Cell migration,
adhesion complex protein expression, actin polymerization and CCR7 expression were
evaluated. Results: There was an increase in the rate of migrating cells, a higher
expression of FAK and phosphorylated paxillin, directing polymerized actin bundles to
the cell edge and increased expression of CCR7 in the groups infected by L. infantum.
Conclusion: It was observed that infection by L. Infantum leads to an increase in the
migration of dendritic cells, suggesting an association of these cells with the process
of visceralization of the disease.

Keywords: dendritic cells, Leishmania, Migration.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a leishmaniose cutanea € endémica, sendo registrados cerca de 12.690 mil
novos casos por ano, além da forma visceral da doenca, que apresenta 3.200 mil
novos casos por ano (1). Ambas as formas, sdo causadas por um parasito intracelular,
a Leishmania, que infecta diversos hospedeiros vertebrados, incluindo o homem (2).
A permanéncia das células infectadas no local da inflamacgéo ou a sua disseminacdo tem
relacdo tanto com a sobrevivéncia do parasito como com o estabelecimento da lesao,
as quais podem apresentar diferentes manifestacbes clinicas, desde lesdes
localizadas, mucocutaneas até a forma visceral, forma mais grave da doenca (3).
Mecanismos associados a migracao de células hospedeiras infectadas por este
parasito sdo fundamentais para entender o processo de disseminacdo da doenca e
formular estratégias terapéuticas contra a leishmaniose.

A migracédo celular € um evento complexo e formado por uma série de processos que
envolvem: protrusdo e adeséo da borda anterior da célula, desmontagem da adesao
na parte traseira da célula e contracdo do citoesqueleto de actina no sentido do
movimento (4,5). A formacé&o de adesdes focais compreende a adesao celular a matriz
extracelular e envolve a ativacao da integrina e a ativacdo de diversas proteinas
intracelulares, como FAK e paxilina (6,7). Somando-se a todos esses processos,
existe também a acdo das proteinas Rac, Rho e Cdc42, membros da superfamilia
Ras, importantes para a dindmica da actina e fundamentais para o0 movimento celular
(8,9).

Sabe-se que diferentes patdégenos podem ser capazes de modificar a maturacao, a
migracdo e a ativagdo dos linfocitos T pelas células dendriticas (10-12). Estudos
recentes demonstraram que a infeccdo por Toxoplasma gondii e Burkholderia
pseudomallei podem modular a migragdo dessa célula, resultando na potencializagéo
da disseminacéo sistémica (13,14). Entretanto, pouso se conhece sobre a migracao
de células hospedeiras infectadas por Leishmania.

Na leishmaniose essa disseminacdo também tem um papel importante, visto que em
algumas formas da leishmaniose tegumentar as lesfes permanecem restritas a pele
e em outras ha disseminacéo do parasito para multiplos focos da pele ou para mucosa.
Nos casos de leishmaniose visceral, a disseminagao parece ser ainda mais complexa

(10). Provavelmente h& um deslocamento pele-linfonodo-sangue e um



estabelecimento sequencial de células parasitadas em diferentes tecidos. Porém,
pouco se compreende sobre o papel das células dendriticas nesse processo de
disseminacgdo. O entendimento da relacdo da migracdo de células dendriticas com a
infeccdo por Leishmania e com o processo de disseminacdo da doenca, podera
corroborar para o surgimento de novas estratégias terapéuticas e de prevencéao,

contribuindo para uma reducao de casos graves da doenca.



2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a migracdo de células dendriticas infectadas por Leishmania sp em

ambiente bidimensional e os mecanismos envolvidos neste processo.

Objetivos Especificos

Avaliar a migracdo direcional de células dendriticas infectadas por diferentes
espécies de Leishmania utilizando quimiotrator, em ambiente bidimensional;
Avaliar a formacao de complexos de adesdo em células dendriticas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, em ambiente bidimensional,

Avaliar a dinamica do citoesqueleto de actina em células dendriticas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, em ambiente bidimensional,

Avaliar a expressdo de CCR7 em células dendriticas infectadas por diferentes

espécies de Leishmania.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmaniose

A leishmaniose € considera como uma das doencas mais negligenciadas do mundo e
dados epidemiologicos da OMS revelaram que 350 milhdes de pessoas estdo em
risco de contrair a doenca e que 2 milhdes de casos ocorrem a cada ano (2). De
acordo com informacdes do Ministério da Saude, a américa latina apresenta 12 paises
nos quais a doenca ja foi descrita e dentro desse panorama o Brasil abrigou 90%
desses casos, com destaque principal para a regido nordeste (15). A infeccdo por
este parasito resulta em manifestacGes clinicas de amplo espectro que vao desde
lesbes cutédneas autolimitadas até o acometimento de visceras, como baco e figado
(16). A forma cutanea ainda pode ser classificada de acordo com apresentacéo clinica
em: cutanea localizada, cutanea disseminada, cutanea difusa e muco-cutanea (17).
Em relacdo a forma visceral, essa forma clinica acomete primariamente criancas
abaixo de 10 anos de idade e isso se deve a condicbes como imaturidade imunoldgica,
desnutricdo e maior exposicdo ao vetor no peridomicilio (18-20). Se trata de uma
condicdo extremamente negligenciada e que apresenta taxas de letalidade de 10-
19%, sendo que a principal estratégia para controle desses resultados € a
identificag&o precoce dos sintomas (18,19,21).

A Leishmania possui dois estagios no ciclo de vida: um estagio extracelular em um
hospedeiro invertebrado (flebotomineo) e um estagio intracelular em um hospedeiro
vertebrado (22). O parasita é transmitido para o hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo de flebotomineos do género Lutzomya (novo mundo) e
Phlebotomus (velho mundo). No hospedeiro vertebrado, o parasita evolui para a forma
amastigota (22). Durante o ciclo de vida da Leishmania, os parasitos interagem com
uma diversidade de tipos celulares, entre elas temos os macrofagos e as células
dendriticas (23).

3.2 Células Dendriticas

As células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs) sdo uma das principais
células apresentadoras de antigeno do sistema imunolégico e possuem fungdes
relacionadas diretamente com a imunogenicidade como a identificagéo, regulacao e

ativacado de células T (24,25). Esse grupo celular é descrito como células imaturas,
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gue, apos contato com antigenos, amadurecem e migram para linfonodos drenantes
(26). Durante esse processo de amadurecimento e migracdo, ocorre um aumento da
expressdo de CCR7 nessas células, que fundamental para o processo de migracao
da mesma (27). Entretanto, a presenca da Leishmania prejudica a migracéo e isso

pode ser associado a permanéncia da inflamacéo no local da infeccéo (28).

3.3 Migracéo Celular

O processo de migracao envolve diversos eventos moleculares integrados, sendo
mediada principalmente por filamentos de actina no citoplasma e formacéo de
complexos de adeséao (5). Os rearranjos do citoesqueleto de actina que permitem
0 movimento celular s&o induzidos pela ativacdo de uma ampla variedade de
proteinas de ligacdo ao GTP, denominada familia de proteina Rho (29).

Estudos recentes demonstraram que a infeccdo por Leishmania reduz a migragao
de macréfagos, associado a uma reducao da formacao de complexos de adesao
nestas células. Os autores mostraram que este efeito independe da carga
parasitaria no interior da célula hospedeira, da expansao do vacuolo parasitoéforo e
de fatores soluveis liberados pelas células infectadas, mas envolve a modulagéo
da expressdo de paxilina e sua fosforilacdo, além da fosforilagdo e atividade de
FAK. Os autores mostraram ainda que existe um aumento na frequéncia de
polimerizacdo e turnover de filamentos de actina da célula hospedeira apés a

infeccdo por Leishmania amazonensis (30).

3.4 Migracéao de Células Dendriticas na Infec¢éo por Leishmania

Para a funcionalidade do sistema imunologico deve ocorrer a apresentacdo de
antigenos pelas células dendriticas que sdo apresentadoras profissionais de
antigenos. Essas podem ser encontradas na fase madura ou imatura, sendo que as
células imaturas sdo fortemente aderentes e as células maduras altamente
moveis(31). Durante o processo de maturacdo celular, temos a presenca de
elementos como remodelacao do seu citoesqueleto de actina e regulacédo de CCR7 e
CXCR4 (32). Quanto a relacdo da migracao da célula dendritica durante a infec¢cao
por Leishmania, ambos o0s estagios infecciosos da Leishmania (promastigotas
metaciclicas e amastigotas) podem ser fagocitados por DCs, sendo ou nao

opsonizadas(33). E embora exista a necessidade de mais estudos que fornecem
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mecanismos detalhados, ja se sabe que a infeccdo por Leishmania é capaz de
minimizar a ativacdo DC, modular a capacidade de resposta a outros estimulos
inflamatoérios no local da infecgcdo e modificar o potencial de migracdo de DCs (34—
36). Isso pode favorecer o estabelecimento do patdgeno no hospedeiro humano, visto
gue que estudos atuais demonstram que a capacidade da célula dendritica para
estabelecer uma resposta imune adequada se correlaciona com sua capacidade de

migrar (31).
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4. METODOLOGIA

O projeto foi desenvolvido na FIOCRUZ - Instituo Gongalo Muniz e contou com 0 apoio
da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia (FAPESB). Trata-se de um
estudo experimental in vitro, no qual a populagéo do estudo seréo células dendriticas
infectadas por diferentes espécies de Leishmania. As variaveis estudadas foram
migracao celular, expressao de proteinas do complexo de adeséo, polimerizacdo da
actina e expressao do CCR7. Todas eram variaveis numeéricas continua, com excecao

da migracao celular que € uma variavel numérica discreta.

4.1 Separacao de PBMC e Cultivo de Células Dendriticas (DCs)

Inicialmente, os experimentos foram realizados utilizando células dendriticas
humanas. As DCs foram obtidas através das amostras de sangue de doadores
saudaveis que foram coletados em tubos de 10mL com EDTA. As amostras foram
transferidas e em seguida diluidas (1:1) em salina. Apés a diluicdo, o sangue foi
sobreposto em Ficoll-Histopaque. As amostras foram entdo centrifugadas trés vezes,
as nuvens de PBMC (células polimorfonucleares de sangue periférico) foram
coletadas, as células contadas em Neubauer, passadas em coluna magnética para
isolamento de células CD14+ ressuspendidas e plaqueadas com RPMI suplementado
com GM-CSF [50ng/ml] + IL4 [100Ul/ml] por 7 dias para diferenciagcdo em células
dendriticas.

4.2 Cultivo de Parasitos Leishmania

Parasitos de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba-125), L. braziliensis
(MHOM/BR/01/BA788) e L. infantum (MCAN/BR/89/BA262) derivados de amastigotas
isoladas de linfonodo da pata direita de camundongos C57BL/6 foram mantidos em
meio agar-sangue NNN em estufa B.O.D. a 24°C. Para acompanhamento do
crescimento das culturas, o numero de parasitos foi quantificado diariamente. Apés a
cultura atingir a fase estacionaria de crescimento, os parasitos foram utilizados para

realizagéo dos experimentos até a 72 passagem.

4.3 Infeccdo de Células Dendriticas e Determinacdo da Taxa de Infeccéo
Para realizacdo de determinacdo da taxa de infeccdo e carga parasitaria, as células
dendriticas foram obtidas e plaqueadas em quadruplicata em placas de 24 pocos, na

concentracdo de 2x10%poco, e infectadas por L. amazonensis ou L. braziliensis na
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proporcao de 10:1 ou L. infantum na proporcéo de 20:1 por 4 horas. Em seguida, as
células dendriticas foram expostas aos parasitos por 0, 6, 24 e 48 horas a fim de obter
a taxa de infeccdo e carga parasitaria e, posteriormente, fixadas com PFA 4%,
citocentrifugadas e coradas com DAPI (Invitrogen) para marcagdo nuclear das células
e dos parasitos. Um total de 400 células foram contadas por grupo de forma
randomizada por microscopia de fluorescéncia convencional (Microscopio Olympus).
Para realizacéo dos ensaios de migracédo e imunofluorescéncia, um total de 2x10° de
células dendriticas foi plaqueado em placas de 24 pocgos e infectadas por L.
amazonensis na propor¢ao 10:1, L. braziliensis 10:1, L. infantum 20:1 por 4 horas.
Adicionalmente, para os ensaios de migracdo, um grupo de células foi incubado com
zymosan A de Saccharomyces cerevisae (Sigma Aldrich) como controle, na proporc¢éo
10:1 ou 20:1 por 4 horas a 37°C e 5% CO:2. As células foram entdo lavadas e
reincubadas por adicionais 6, 12, 24 ou 48 horas para 0s ensaios de migracao e 48

horas para os ensaios de imunofluorescéncia.

4.4 Avaliacdo da Migracdo de Células Dendriticas Infectadas por Diferentes
Espécies de Leishmania
A avaliacdo da migracdo direcional de células dendriticas infectadas ou nao por
diferentes espécies de Leishmania ou incubadas com zymosan foi avaliada na
presenca de CCL3, utilizando camaras Transwell com membranas de policarbonato
(24 pocgos, 5um Corning® Transwell ® polycarbonate membrane cell culture inserts).
Células infectadas ou ndo, na concentracédo de 5x10* células foram plagueadas nos
insertos por 4 horas, lavadas com PBS e fixadas com PFA 4%. A parte superior da
membrana foi raspada com swab, a fim de remover as células que ndo migraram. Em
seguida, as membranas foram removidas do inserto com auxilio de um bisturi. As
membranas removidas foram entdo montadas em laminas e posteriormente, coradas
com DAPI (Invitrogen) para marcagdo nuclear. Apés randomizagédo das laminas, a
analise da migragéo das células dendriticas foi realizada pela contagem do nucleo de
células que atravessaram a membrana do inserto da transwell (10 campos randémicos

por grupo), com auxilio de microscopia de fluorescéncia (Olympus).
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4.5 Avaliacdo da Formacdo de Complexos de Adesdo em Células Dendriticas
Infectadas por Leishmania
Células dendriticas infectadas ou néo por diferentes espécies de Leishmania foram
lavadas com PBS 1x, fixadas com PFA 4% por 15 minutos e submetidas a citospin.
As células foram incubadas com NH4CL2 [15 mM] por 20 minutos, lavadas 3 vezes
com PBS 1x, incubadas com solucdo de bloqueio (3% bovine serum albumin [BSA]
em PBS 1x por 1 hora, lavadas 3 vezes com PBS 1x, permeabilizada com PBS-
Saponina 0.15% por 15 min e incubadas com anti-p-paxilina 1:100 ou anti-p-FAK
1:500 (pY®)) (Invitrogen) por 1 hora. Posteriormente, as células foram lavadas 3x
com PBS 1x, e incubadas com anti-rabbit Alexa Fluor 552 Molecular Probes) por 45
minutos. As laminulas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com DAPI Prolong
Gold Antifade (Invitrogen) [10 mg/mL] para marcagdo nuclear. As imagens foram
adquiridas através do microscopio confocal (Leica SP8) e a intensidade de

fluorescéncia das imagens foi quantificada por software FIJI, em um total de 30 células

por grupo.

4.6 Avaliacdo da Dinamica do Citoesqueleto de Actina em Células Dendriticas
Infectadas por Leishmania
Células dendriticas infectadas ou nao por Leishmania foram lavadas com PBS, fixadas
com PFA 4% por 15 minutos e submetidas a citospin. As células foram incubadas com
NH4CL2 [15 mM] por 20 minutos, lavadas 3 vezes com PBS 1x, incubadas com solugéo
de bloqueio (3% BSA em PBS por 1 hora, lavadas 3 vezes com PBS 1x,
permeabilizada com PBS-Saponina 0.15% por 15 minutos e incubadas com anti-Rac-
1, anti-RhoA, anti-Cdc42 (Invitrogen) por 1 hora. Posteriormente, as células foram
lavadas 3x com PBS 1x, e incubadas com anti-rabbit Alexa Fluor 552 ou anti-mouse
Alexa Fluor 552 (ambos da Molecula Probes) e Faloidina (Invitrogen) por 45 minutos.
As laminulas foram lavadas com PBS 1x e incubadas com DAPI Prolong Gold Antifade
(Invitrogen) [10 mg/mL] para marcagao nuclear. As laminulas foram lavadas com PBS
1x e incubadas com DAPI Prolong Gold Antifade (Invitrogen) (10 mg/mL) para
marcacao nuclear. As imagens foram adquiridas através do microscépio confocal

(Leica SP8) e um total de 30 células foram quantificadas por software FIJI.
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4.7 Avaliacdo da Expressdo de CCR7 em Células Dendriticas Infectadas por
Leishmania
Células dendriticas humanas foram obtidas como descrito anteriormente. As células
infectadas ou ndo, na concentracdo de 5x10° foram distribuidas em tubos de
citometria e submetidas a marcacao com mix de anticorpos para CD11c (Violet Brilliant
Biolegend) e anti-CCR7 (FITC Biolegend), incubadas no gelo por 30 minutos sob
protecdo da luz. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes com 1mL de stain
buffer gelado (2% SBF em PBS 1X) e centrifugadas a 300 x g por 10 minutos a 4°C.
Posteriormente, o sobrenadante foi aspirado, o pellet ressupendido em 200uL de stain
buffer gelado, as amostras foram analisadas por citometria de fluxo (BD FACS DIVA)

e as andlises foram feitas com auxilio do software FlowJo v7.

4.8 Anédlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando o programa GraphPad Prism® e submetidos ao
teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. A comparacado dos
parametros entre dois grupos com distribuicdo normal foi realizada pelo teste t de
Student, considerando as diferencas como significantes quando p <0,05. Os dados
gue ndo apresentaram distribuicdo normal foram analizados utilizando o teste de
Mann-Whitney (teste U).
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do Percentual de Infeccdo de Células Dendriticas Infectadas por
L. amazonensis; L. braziliensis ou L. infantum
Para realizacdo dos experimentos com diferentes espécies de Leishmania, realizamos
a padronizacao das infec¢des através de uma cinética de infeccdo. As células foram
cultivadas, plagueadas em placas de 24 pocos [2x10% poco] e submetidas a infeccéo
por L. amazonensis [10:1]; L. braziliensis [10:1] e L. infantum [20:1] por 4 horas. Seis,
24 e 48 horas apoés a infeccdo, as células foram fixadas, marcadas com DAPI e
contados o numero de células infectadas e o numero de parasito por célula para
avaliacdo do percentual de infeccdo. O resultado indica um percentual de 60% para
infecgdo por L. amazonensis, 50-55% para L. braziliensis ou L. infantum, com uma

média de 5-6 parasitos por célula (Figura 1).
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Figura 1. Taxa de infeccédo de DCs infectadas com L. amazonensis, L. braziliensis ou L.

infantum. Células dendriticas foram infectadas por L. amazonensis (10:1), L. braziliensis



18

(10:1) ou L. infantum (20:1) por 4 horas, lavadas com PBS 1x para remoc¢ao dos parasitos hao
internalizados e reincubadas por adicionais 6,24 e 48h a 37°C e 5% CO,. Posteriormente, as
células foram coletadas, fixadas com PFA 4%, submetidas a citospin e coradas com DAPI
para marcac¢ao nuclear. Foram contadas 400 células por grupo e a quantificacao foi realizada
utilizando o software Graphad. (a) Percentual de DCs infectadas apos 6, 24 e 48 horas. (b)
Carga parasitaria de DCs infectadas apés 6, 24 e 48 horas. Resultado representativo de 3

experimentos.

5.2 Avaliacdo da Migracdo de Células Dendriticas Infectadas por Diferentes
Espécies de Leishmania
Para avaliar a migracdo de células dendriticas infectadas ou ndo por Leishmania,
foram realizados ensaios de migracao direcional com quimioatrator especifico (CCL3)
utilizando camaras Transwell (Figura 2). Os resultados demonstraram que nos tempos
de 6, 12, 24 ou 48 horas apos a infeccdo ha um aumento na taxa de células migrantes
nos grupos infectados por L. infantum. Entretanto, foi observada apenas um aumento
transitorio na migracao de células infectadas por L. amazonensis, nos tempos de 6 e
12 horas apoés a infeccdo e uma reducdo na migracdo das células infectadas por L.
braziliensis, quando comparados com o grupo controle. Adicionalmente, n&o foi
observado alteracdo entre a taxa de migracdo dos grupos néo infectados e expostos

a fagocitose por zymosan (Figura 3).

Transwell

inserto

Compartimento
superior
células

Membrana

Compartimento
inferior

Figura 2. Sistema Transwell. Imagem representativa do inserto do sistema, as células sédo
adicionadas na parte superior da membrana e, apds incubacéo, as células que migraram para

parte inferior sdo observadas por microscopia.
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Figura 3. Avaliacdo da migracdo de células dendriticas na infeccao por
Leishmania. Células dendriticas foram infectadas por L. amazonensis, L. braziliensis
ou L. infantum por 4 horas e outro grupo foi exposto a fagocitose por particulas de
zymosan FITC (Zy) por 4 horas. Apés 6, 12, 24 ou 48h a infec¢céo, as células foram
submetidas a migracdo com CCL3 em sistema Transwell por adicionais 4 horas. Os
insertos foram lavados e fixados, retirados e corados com DAPI para marcagao
nuclear. As células migrantes foram contadas (10 campos) aleatoriamente por
microscopia de fluorescéncia. (a) Numero de células migrantes 6, 12, 24 ou 48h ap0s
infeccdo (b) Numero de células migrantes apds exposi¢do ao zymosan. *, p<0,05; **,
p<0,05; *** p<0.001, **** P<0.001 (teste de t student). Resultado representativo de 3

experimentos.

5.3 Avaliacdo da Formacdo de Complexos de Adesdo em Células Dendriticas
Infectadas por Diferentes Espécies de Leishmania

Para avaliar a expressao de FAK e paxilina em células dendriticas infectadas por
diferentes espécies de Leishmania, foi realizado técnica de imunofluorescéncia e
posteriormente quantificacdo da intensidade de fluorescéncia com o auxilio do
software Fiji. A analise da fluorescéncia mostra uma maior expressao de FAK e
paxilina fosforilada em células dendriticas infectadas por L. amazonensis e L. infantum

apos 24h a infecgdo. O resultado mostra ainda uma reducdo na expressédo de FAK e
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paxilina fosforilada apés a infeccéo por L. braziliensis (Figura 4). Nossos resultados
indicam que a infeccdo por L. amazonensis e L. infantum altera a formacdo de

complexos de adesdo, o que nao foi observado apos a infec¢ao por L. braziliensis.

@)

Controle L. amazonensis L. braziliensis L. infantum

p-FAK

DIC

p-Paxillina

DIC
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Figura 4. Avaliacdo da formacdo de complexos de adesdo em células dendriticas
infectadas por Leishmania. Células dendriticas infectadas ou nédo por L. amazonensis (na
proporgdo de 10:1), L. braziliensis (na proporcdo de 10:1) ou L. infantum (na proporcéao de
20:1) foram marcadas com anticorpo anti-FAK e paxilina fosforilada. (a) Expressdo da
intensidade de fluorescéncia de FAK e paxillina apés a infeccdo. (b) Quantificagdo da
intensidade de fluorescéncia de FAK e paxilina apds a infecgdo. A intensidade de
fluorescéncia foi quantificada em 25 a 30 células para cada grupo, utilizando o software Fiji.
Vermelho, anti-FAK ou paxilina fosforilada; azul, DAPI, nucleo da célula; NI, ndo-infectado.
*** p <;0,001 (teste t de Student) comparado com o controle ndo infectado. Resultado

representativo de 3 experimentos.

5.4 Avaliacdo da Polimerizacdo dos Filamentos de Actina Durante o Processo
de Migracdo de Células Dendriticas Infectadas por Diferentes Espécies de
Leishmania.

Para a analisar a organizacdo dos filamentos de actina em células dendriticas
infectadas por diferentes espécies de Leishmania, foi realizada a marcacéo de actina
com faloidina fluorescente e, posteriormente, quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia com o auxilio de um software FIJI. A analise da fluorescéncia
demonstrou que nao houve diferenga significativa entre os grupos infectados ao
comparar com o controle. No entanto, observamos um direcionamento dos feixes de
actina polimerizada para a borda celular nos grupos controle e infectado por L.
infantum, o que néo foi observado para as células infectadas por L. amazonensis ou

L. braziliensis (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo da polimerizagdo de actina em células dendriticas infectadas por
Leishmania. Células dendriticas infectadas ou ndo por L. amazonensis (na proporcao de
10:1), L. braziliensis (na propor¢do de 10:1) ou L. infantum (na propor¢do de 20:1) foram
marcadas com faloidina fluorescente. A intensidade de fluorescéncia das marcacgfes foi
guantificada através da média de 25 a 30 células para cada grupo utilizando o software FIJI.
Verde, faloidina; azul, DAPI, nlcleo da célula; NI, ndo-infectado. ****, p<0,001 (teste t de
Student). Resultado representativo de 3 experimentos.

5.5 Avaliacéo da Expressdo de CCR7 em Células Dendriticas Infectadas por
Leishmania

As células dendriticas, ao serem ativadas, expressam em sua superficie CCR7,
aumentando seu potencial migratério para linfonodos drenantes por vasos linfaticos
aferentes em resposta a quimiocinas como CCL19 e CCL21 (Feij6 et al., 2017). Com
0 objetivo de avaliar a expressdo de CCR7 em células infectadas por Leishmania,

realizamos a imunomarcacdo para esta molécula por citometria de fluxo. Nossos
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resultados mostram um aumento da expressdo de CCR7 em células dendriticas

infectadas por L. infantum, em comparacdo com aquelas infectadas por L.

amazonensis ou L. braziliensis (Figura 6).
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Figura 6. Avaliacdo da expressédo de CCR7 em células dendriticas infectadas por

Leishmania. A Expressdao de CCR7, 6 horas apdés a infeccdo, foi avaliada por

citometria de fluxo (FACS DIVA). A porcentagem de eventos positivos para CCR7 foi

analisada por FlowJo e a montagem dos graficos feita com auxilio do Graphpad Prism.

Mann-Whitney **** p<0,001. Resultado representativo de 3 experimentos.
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6 DISCUSSAO

A OMS classifica a leishmaniose como uma das mais importantes doencas tropicais
negligenciadas (1). Leishmania spp. infecta variados hospedeiros vertebrados, entre
eles o homem (1,22). As doencas causadas por este protozoario, podem apresentar
diferentes tipos de manifestacdes clinicas, desde lesdes localizadas na pele que
cicatrizam espontaneamente, lesdes de pele, que se espalham de forma disseminada,
a forma mucocuténea da doenca, além da leishmaniose visceral, forma mais grave
que pode levar a morte se ndo tratada (3,37). A disseminacdo e homing de células
infectadas contendo antigenos de Leishmania sdo fundamentais para a sobrevivéncia
deste parasito no hospedeiro e para o estabelecimento da lesdo. Atualmente, ainda
carece de muitos esclarecimentos sobre os mecanismos envolvidos na migragéo e na
infeccdo por este protozodrio. E sua interacdo com as células dendriticas € vista como
algo complexo e que envolve diversos processos moleculares (38). Sendo assim, esse
trabalho teve como objetivo ajudar a compreender a respeito do papel das células

dendriticas na disseminacao da leishmaniose

Inicialmente desejavamos compreender o comportamento das células dendriticas na
infecdo e para isso foi realizada a avaliacdo da migracdo celular. Nossos achados
demonstraram um aumento na migracdo celular na infeccdo por L. infantum, uma
reducdo na infecao por L. braziliensis e um aumento transitdrio na migracao de células
infectadas por L. amazonensis. Em concordéncia com nossos resultados, estudo
realizado por Hermida e colaboradores (2014) identificou a Leishmania como
causadora de uma alteracdo no padrdo migratorio das células dendriticas (28).
Ademais, outro trabalho demonstrou que a reducao da motilidade que a L. major causa
na DC pode interferir no papel protetor dessa célula (39). Porém, existe a necessidade
de mais trabalhos focados na forma visceral da doenca, para que se possa ter uma
melhor compreensdo ndo s6 da disseminacdo, mas também da visceralizacdo da

leishmaniose.

O processo de migracdo envolve diversos eventos moleculares integrados, sendo
mediada principalmente por filamentos de actina no citoplasma e formacdo de
complexos de adeséo (5). Buscamos compreender a atividade desses fatores na DC
durante a infecdo por Leishmania. Nossos resultados demonstraram um aumento na

expressdo de FAK e paxilina fosforilada em células infectadas por L. amazonensis e
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L. infantum. Ja em relac&o a L. braziliensis, foi percebida uma reducdo na expressao
de FAK e paxilina fosforilada. Podemos perceber entdo, que a infeccdo por L.
amazonensis e L. infantum alteram a formag&o de complexo de adesao. Estudos
anteriores, ja demonstram sobre a capacidade da Leishmania em prejudicar a
expressao de proteinas do complexo de adeséo e dessa forma interferir na motilidade
de macrdéfagos infectados (30). Resultados semelhantes também foram notados na
infeccdo por patégenos como T. gondii, Porphyromonas gingivalis e T. cruzi. (41-43).
Dessa forma, este poderia ser um método utilizado por alguns patdgeno para
favorecer a infeccdo no hospedeiro humano. Adicionalmente, avaliamos a dinamica
da actina polimerizada e percebemos que ndo houve diferenca entre 0s grupos
infectados. Entretanto, foi encontrado um direcionamento dos feixes de actina
polimerizada para a borda celular somente nos grupos controle e infectado por L.
infantum. A alteracdo na dindmica da actina resulta em consequéncias diretas para 0s
processos que dependem de actina em células fagociticas, resultando em uma
interferéncia nas fungfes dessas células, incluindo a defesa do hospedeiro (44). Essa
interferéncia € uma das estratégias utilizadas pela Salmonella, que interage com o
citoesqueleto de actina, fazendo alterac6es que favorecem a sua disseminacao no

organismo (45,46).

Por fim, avaliamos a expressédo de CCR7 em células dendriticas. Visto que, 0 mesmo
ja foi associado como um receptor de quimiocinas de extrema importancia para a
migracdo de células como neutrofilos e células dendriticas(47,48). JA sabemos que
diversos patégenos podem modular a expressdo do CCRY7 e leva a diferentes padrées
migratérios na célula dendritica (49-51). Nossos resultados mostram um aumento da
expressdo de CCR7 em células dendriticas infectadas por L. infantum. Resultado etse
gue vai de acordo com outro trabalho encontrado na literatura que aponta o CCR7
como um regulador chave para o desenvolvimento da leishmaniose visceral,

entretanto, nesse estudo foi utilizada L. donovani (52).

Esse estudo destaca uma nova relacdo entre migragdo da célula dendritica e a
infecgéo pelo parasita da Leishmania. Os resultados apresentados nesse trabalho séo
de grande relevancia para a compreensao dos processos envolvidos na visceralizagao

da doenca. Entretanto, estudos futuros se fazem necesséarios com a utilizacdo de um



26

ambiente tridimensional que demonstrara resultados que mais se aproximam do que

acontece no corpo humano.
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7. CONCLUSAO
A infeccdo por L. infantum leva a um aumento na migracdo de células dendriticas
sugerindo uma associacdo destas células com o processo de visceralizacdo da

doenca.
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