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RESUMO Os parasitos intracelulares sdo caracterizados pela necessidade de invadir e
viver dentro das celulas hospedeiras. Para Leishmania spp. é geralmente assumido que o
parasito deve ser capturado por células fagocitarias, notadamente os macrofagos. No
entanto, varios estudos descreveram a presenca de amastigotas de Leishmania spp. dentro
de células ndo-fagocitarias. Uma vez que a invasdo de células hospedeiras € um processo
chave nas infec¢des por parasitos intracelulares, decidimos investigar 0s mecanismos que
permitem as amastigotas de Leishmania amazonensis invadir células sem a capacidade
de realizar fagocitose classica. Utilizamos diferentes técnicas de biologia celular para
estudar o processo de invasao celular de células ndo-fagocitarias por amastigotas de L.
amazonensis em fibroblastos embrionarios de camundongos (MEF). Realizamos e
quantificamos ensaios de infeccdo e marcamos células infectadas e parasitos para
visualizar por diferentes técnicas de microscopia, organelas e estruturas possivelmente
envolvidas na invasao celular. Os nossos resultados mostram que as formas amastigotas
vivas, mas ndo as amastigotas mortas (fixadas com paraformaldeido), sdo rapidamente
internalizadas em MEFs, onde sobrevivem e persistem em vacuolos parasitoforos ricos
em marcadores lisossdmicos. Ao marcar as células hospedeiras com sondas para F-actina
e utilizando inibidores da polimerizagdo da actina, demonstramos que a invasdo depende
do citoesqueleto da célula hospedeira. Microscopias confocais de momentos iniciais da
infeccdo indicam que o parasito é capaz de induzir uma re-organizacdo extremamente
localizada do citoesqueleto da célula hospedeira para induzir a invasdo. Uma vez que
demonstramos anteriormente que as promastigotas utilizam os lisossomos de células
hospedeiras e ndo seu citoesqueleto para invadir fibroblastos, propomos agora que a
invasdo celular de células ndo fagociticas por L. amazonensis € mecanisticamente
diferente para cada uma das duas formas evolutivas apresentadas pelo parasito. A
presenca de amastigotas de Leishmania spp. dentro das células ndo-fagocitarias é um
aspecto negligenciado da biologia destes parasitos. Estudos sobre estas novas vias de
infeccdo e sobre o papel das células ndo-fagocitarias no decurso da infeccdo podem
fornecer informagdes importantes sobre a biologia destes parasitos e sobre as doencgas por
eles causadas.

PALAVRAS-CHAVES: Leishmania amazonensis; amastigotas; invasdo celular



ABSTRACT Intracellular parasites are characterized by the need to invade and live
within host cells. For Leishmania spp. it is commonly assumed that the parasite must be
captured by phagocytic cells, notably macrophages. However, several studies have
described the presence of Leishmania spp. amastigotes within non-phagocytic cells. Since
cell entry is a key process in infections by intracellular parasites we decided to investigate
the mechanisms that allow Leishmania amazonensis amastigotes to invade cells lacking
the ability to perform classical phagocytosis. Here we used different cell biology
techniques to study the cell invasion process of non-phagocytic cells by L. amazonensis
amastigotes in mouse embryonic fibroblasts (MEF). We performed and quantified
infections, labelled infected cells and parasites to visualize molecules, organelles and
structures possibly involved in cell invasion and proceeded analysis by different
microscopy techniques. Our results show that living, but not PFA-fixed amastigotes, are
rapidly internalized in MEFs, where they survive and persist within parasitophorous
vacuoles rich in lysosomal markers. By labeling host cells with F-actin probes and using
inhibitors of actin polymerization we demonstrated that invasion is dependent on host cell
cytoskeleton. Confocal microscopies of early moments of infection indicate that the
parasite is able to induce an extremely localized re-arrangement of host cell cytoskeleton
to induce invasion. Since we had previously demonstrated that promastigotes use host
cell lysosomes and not F-actin to invade MEFs we now propose that cell invasion of non-
phagocytic cells by L. amazonensis is mechanistically different for each of the two
evolutive forms presented by the parasite. The presence of Leishmania spp. amastigotes
within non-phagocytic cells is an overlooked aspect of their biology. Studies on these new
infection routes and on the role of non-phagocytic cells in the course of infection may
provide important information about the biology of these parasites and the diseases they
cause.

KEY WORDS: Leishmania amazonensis, Amastigotes, Cellular Invasion.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € uma doenca negligenciada cuja incidéncia concentra-se
principalmente nas regides do sul da Asia, leste da Africa, regido mediterranea e América
Latina, afetando cerca de 14 milhGes de pessoas, com 2 milhdes de novos casos por ano
(WHO 2020). Segundo o Programa Global de Leishmaniose da OMS, no ano de 2018
Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colémbia, Ird, lIraque, Paquistdo, Peru, Republica
Arabe, Siria e Tunisia, notificaram mais de 5.000 casos de leishmaniose tegumentar. No
mesmo ano, mais de 90% dos casos globais de leishmaniose visceral foram relatados no
Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o. A doenca é causada por
protozoarios do género Leishmania, transmitidos por flebotomineos hemat6fagos fémea
dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (OKWOR; UZONNA, 2016).

1.1 Leishmanias e seus vetores

Leishmania spp. sdo protozoarios dimorficos, apresentando duas formas principais, a
forma amastigota, intracelular e a forma promastigota, extracelular. Estes parasitos
pertencem a familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901), subfamilia Leishmaniinae
(Maslov e Lukes, 2012), e género Leishmania (Ross, 1903) que, por sua vez, se divide
em quatro subgéneros, Leishmania, Viannia, Mundinia e Sauroleishmania. Em 1987,
Laison e Shaw propuseram a classificacdo de Leishmania em subgéneros de acordo com
o local de desenvolvimento dos parasitos no trato digestivo do flebotomineo, sendo que
0 subgénero Leishmania agrupa espécies que colonizam por¢des do intestino médio,
presentes no Novo e Velho Mundo, e o subgénero Viannia, espécies que estabelecem
infeccdo inicial na regido posterior e que sao restritas aos neotrépicos (AKHOUNDI et
al., 2016). Recentemente foi proposta uma nova classificacdo que divide a espécie
Leishmania em duas grandes linhagens, a Euleishmania e a Paraleishmania. A
Euleishmania é composta por subgéneros da Leishmania, Viannia, Sauroleishmania e
Leishmania complexo enrietti e a Paraleishmania inclui as cepas L. hertigi, L. deanei, L.
colombiense, sendo este Gltimo o Unico encontrado em humanos (CUPOLILLO et al.,
2000).

As diversas espécies sdo transmitidas por insetos fémeas do género Phlebotomus, no
Velho Mundo e Lutzomyia, no Novo Mundo. Durante o repasto sanguineo o vetor
regurgita na derme do hospedeiro as formas promastigotas metaciclicas, forma flagelada
extracelular do parasito e que sdo infectantes para os hospedeiros vertebrados (MELBY;
TRAVI; YANETH OSORIO, 2019)(OLIVIER, GREGORY, FORGET, 2005). Essa
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forma evolutiva extracelular se localiza no trato intestinal dos flebotomineos,
apresentando flagelo longo e corpo celular alongado, diferentemente das formas
amastigotas, que sdo formas intracelulares arredondadas e que vivem no hospedeiro
vertebrado apds a invasdo celular (OLIVIER, GREGORY, FORGET, 2005).

Atualmente sdo conhecidas 53 espécies de Leishmania, sendo que 29 ocorrem no
Velho Mundo, 20 no Novo Mundo e 3 em ambos (AKHOUNDI et al., 2016). No Brasil,
sdo 8 espécies identificadas, sendo 6 do subgénero Viannia e 2 do subgénero Leishmania.
A Leishmaniose tegumentar é causada, principalmente, pelas espécies L. (V) braziliensis,
L. (V) guyanensis e L. (L) amazonensis (BRASIL, Ministério da Saude; 2007)(MELO;
ROSSONI; TEODORO, 2017) e a Leishmaniose visceral € causada por L. (L) chagasi
(BRASIL, Ministério da Saude; 2006).

1.2 Leishmanioses

A doenca se apresenta em 3 formas clinicas que dependem da espécie envolvida, do
grau de viruléncia e do estado imunoldgico do hospedeiro (DESJEUX, 2004). A forma
tegumentar & causada principalmente pelas espécies L. amazonensis, L. major, L.
braziliensis, L. mexicana, L. tropica, L. aethiopica e L. guyanensis. Essa manifestacdo se
caracteriza pelo aparecimento de lesdes de pele localizadas que cicatrizam
espontaneamente ou evoluem para a cronicidade, dando origem as formas tegumentar e
visceral, formas clinicas que envolvem alto grau inflamatério e robusta lesdo tecidual, ou
a forma disseminada da doenca, de dificil tratamento e que é mais frequente em pacientes
imunocomprometidos (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

A forma mais grave é a leishmaniose visceral, causada mais comumente pelas
espécies L. donovani e L. infantum. Caracteriza-se pelo acometimento de érgdos internos
como figado e baco, com alto indice de mortalidade, onde os individuos infectados
apresentam febre, perda de peso, anemia e sangramentos. O tratamento geralmente é falho
devido a sua alta toxicidade e a persisténcia do parasito em meio intracelular, o que leva
a frequentes recidivas (GUPTA; OGHUMU; SATOSKAR, 2013).

Uma vez inoculados pela picada do inseto vetor, os protozoarios tém como alvo final
e principal as células fagocitarias, particularmente os macréfagos (GOSSAGE et al.,
2003), embora estudos mostrem que esse parasito também consegue infectar células
desprovidas de capacidade fagocitica (CHANG, 1978; CHANG, 1979; BOGDAN et al.,
2002; PESSOTTI et al., 2014). Ao serem fagocitados, formam-se fagossomos que se
fundem com lisossomos, formando os vacuolos parasitdforos e, gragas ao pH &cido deste

ambiente, as formas promastigotas se diferenciam nas formas amastigotas, que se
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replicam no interior da célula hospedeira do mamifero e que sdo as responsaveis pela
amplificacdo do parasitismo no hospedeiro vertebrado (GUPTA; OGHUMU,;
SATOSKAR, 2013).

O tratamento existente para a leishmaniose tem diversas limitac6es, devido aos muitos
efeitos colaterais e a dificuldade da adesdo ao tratamento por parte dos pacientes
(MINUZZO et al., 2022). Atualmente, tem-se cinco drogas para o tratamento de
leishmaniose, sendo o0s antimoniais pentavalentes, como o0 antimoniato de N-
metilglucamina (Glucantime), de primeira escolha e a Anfotericina B, de segunda escolha
(ADRIAENSEN et al., 2018)(SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). O tratamento
produz melhoras clinicas principalmente em casos leves e moderados, no entanto, pode
ndo eliminar completamente os parasitos, ocorrendo, assim recaidas frequentes
(SANTIAGO; PITA; GUIMARAES, 2021). No caso de recidiva ndo se tem um esquema
terapéutico especifico, mas pode ser aplicada uma combinacdo das drogas disponiveis
(FREITAS et al., 2021).

1.3 Ceélulas hospedeiras de Leishmania spp.

Quando no hospedeiro vertebrado estes parasitos encontram seu abrigo ideal no
interior de suas células hospedeiras, onde permanecem ao abrigo dos efetores séricos da
imunidade, notadamente do sistema do complemento. Assim como para qualquer
parasito intracelular, as Leishmanias necessitam penetrar suas células hospedeiras de
forma rapida e eficiente. Como as amastigotas de Leishmania spp. sdo encontradas de
forma majoritaria em macrofagos nas lesdes de humanos e animais cronificamente
infectados, por muito tempo assumiu-se que estes parasitos s6 conseguiam estabelecer a
vida intracelular quando ativamente capturados por suas células hospedeiras. Entretanto,
varios tipos celulares ndo fagociticos ja foram descritos in vivo abrigando formas
amastigotas tanto em lesGes humanas como em animais naturalmente ou
experimentalmente infectados. Para a maioria destas células, os possiveis papéis que
podem representar na manutencdo do ciclo do parasito e no curso da doenga permanecem

desconhecidos.

Macrofagos

Os macrofagos podem ser considerados alvos preferenciais ou finais das
Leishmania, pois trata-se, de fato, do tipo celular mais frequentemente encontrado
infectado nas lesGes e onde os parasitos se propagam na fase cronica da doenga. As

promastigotas sdo internalizadas através da mediacdo de receptores que induzem a
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fagocitose nos macrofagos (e também em outras células fagociticas como mencionado
adiante). Varias moléculas de superficie dos parasitos e dos macrofagos tém sido
implicadas na interacdo entre Leishmania spp. com os macrdfagos, tais como o0s
receptores do Sistema do Complemento, os receptores de reconhecimento padrdo, como
0 receptor de manose, receptor de lectina tipo C e receptores tipo Toll-like. Entretanto, in
vivo, outros receptores podem ter papéis importantes na ligacdo e sinalizacdo dos
macrofagos para a fagocitose, visto que 0s parasitos podem interagir com varias outras
moléculas, tais como C3b, C3bi, fibronectina e proteina C-reativa antes do contato com
os macrofagos (KANE; MOSSER, 2000)(HORTA et al., 2020).

Aderem e Underhill (2002) descreveram que a ligacéo individual destes receptores
ndo desencadeia a ativacdo de macrofagos, sugerindo que a ligacdo multipla desses
receptores pode ser importante para iniciar a internalizacdo. Foi mostrado que
promastigotas metaciclicas de L. infantum usam o receptor de complemento 3 (CR3), mas
ndo o receptor de manose-fucose para entrar em macrofagos, enquanto que promastigotas
avirulentas, usam ambos os receptores para entrar nas células (LIU; UZONNA, 2012). A
fagocitose de promastigotas e amastigotas por macrofagos é acompanhada por varios
eventos moleculares envolvidos na ativacdo de respostas imunes inatas e adaptativas,
inclusive algumas respostas que podem ser favoraveis a adaptacdo e replicacdo das
amastigotas (HORTA et al., 2012).

Quando é internalizada via fagocitose, a Leishmania residira no fagolisossomo,
um compartimento que a separa do citoplasma celular (NADERER; MCCONVILLE,
2008). O macrdéfago libera substancias que sdo responsaveis pela destruicdo do parasito,
entretanto, os parasitos sao capazes de subverter a capacidade microbicida do macréfago,
conseguindo sobreviver neste ambiente toxico dentro do qual se multiplicam e a partir do
qual infectam novos macrofagos por mecanismos ainda controversos (MCCONVILLE et
al., 2007) (NADERER; MCCONVILLE, 2008).

Neutrofilos

Os neutrofilos séo as primeiras células a migrar para o local da lesdo em infec¢Ges
vetoriais, fagocitando o parasito e sendo, portanto, um alvo para Leishmania spp.
(PETERS et al., 2008) (CECILIO et al., 2014). A lesdo e a saliva do vetor, associados a
microbiota do flebétomo presente no fluido salivar, sdo suficientes para atrair estes

fagocitos. Adicionalmente, a infec¢do com promastigotas metaciclicas induz liberacao de
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IL-8 e fator quimiotatico neutrofilico, citocinas potentes para atracdo neutrofilica
(PETERS et al., 2008). O influxo e as respostas desses granulécitos sdo transitérios,
embora possam permanecer por 8 dias na regido da picada (RIBEIRO-GOMES; SACKS,
2012). Foi observado um segundo influxo neutrofilico uma semana ap6s a infecgéo por

L. major, coincidindo com o aparecimento da lesdo, sendo os sinais de recrutamentos
distintos da primeira, com mediadores da resposta imune adaptativa, como a IL-17, que
contribuem para o infiltrado celular e a evolugéo da lesdo (KOSTKA et al., 2009). Desta
forma, entdo, o parasito comprovadamente transita entre diferentes tipos celulares até que

finalmente atinja os macréfagos.

Algumas evidéncias demonstram que as Leishmanias sdo capazes de modular a
vida Gtil dos neutrdfilos, podendo atrasar ou acelerar sua morte por vias apoptdticas
(RIBEIRO-GOMES et al., 2012). Essa modulacdo contribui para que o parasito possa
sobreviver nesta célula até que seu alvo final, o macrofago, sejam atraidos para o local
pela liberacdo de diferentes fatores quimiotaticos que estimulam remocao dos corpos
apoptéticos por fagocitose (CAVALCANTE-COSTA et al.,, 2022). O processo de
invasdo dos neutrofilos por promastigotas seguido de apoptose e fagocitose por
macrofagos € chamado de a ““hipdtese do cavalo de Troia™ (LASKAY; VAN
ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003)

Antigamente, acreditava-se que o neutrofilo ndo permitia a transformacédo de
parasitos em amastigotas e nem sua replicacdo, sendo essas células consideradas apenas
como hospedeiras transitorias. Entretanto, foi demonstrado que as amastigotas
conseguem se replicar dentro dos neutrdfilos, usando-as como nichos iniciais de
replicacdo (HURRELL et al., 2017). Assim, a infeccdo in vivo do macréfago, pode
ocorrer por ingestdo de outros tipos celulares, particularmente os neutréfilos ou seus
corpos apoptoticos contendo amastigotas viaveis (LASKAY; VAN ZANDBERGEN;
SOLBACH, 2003). Isto sugere que outros tipos celulares ja descritos como infectados
pelo parasito podem funcionar como reservatorio das formas amastigotas. E
perfeitamente plausivel hipotetizar que outros tipos célulares, fagociticos ou ndo, também
podem funcionar como cavalos de Trdéia para os macréfagos, notadamente se
considerarmos que é fungdo primordial dos macrofagos fagocitar quaisquer tipos
celulares mortos, infectados ou néo, nos diferentes tecidos do corpo. Importante frisar que
este mecanismo de infecgéo indireta, onde o macrofago ndo entra em contato direto com

a superficie do patdgeno, implica uma ndo ativagdo das fung¢fes microbicidas do fagdcito
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sendo possivel que este mecanismo seja importante para explicar a susceptibilidade desta

célula imune ante a infeccdo por Leishmania spp.

Células Dendriticas

As células dendriticas (DC) sdo leucdcitos heterogéneos, originados da medula
0ssea ou derivados de mondcitos, sdo classificados como células apresentadoras de
antigenos profissionais, contribuindo com a ativagéo dos linfocitos T, que potencializa a
resposta imune (MOLL, 2003).

A pele tem pelo menos trés populagdes de DC, que sdo compostas por células de
Langerhans epidérmicas (LC) e dois subconjuntos de DC dérmicas migratorias. Ritter e
colaboradores (2004) e Liu e Uzonna (2012), demonstraram que as LC possuem papel
importante no estabelecimento da infeccdo. Alguns desses fagocitos sdo mais propensos
a infec¢do, pois tém menor capacidade em secretar IL-12, citocina crucial para a ativacéo
das células T que protegem contra o parasito (LIU; UZONNA, 2012). Portanto, acredita-
se que a resisténcia e a suscetibilidade a infeccdo por Leishmania esteja relacionada a
funcéo das células dendriticas (SUZUE et al., 2008).

Ritter et al. (2004) e Xavier et al. (2005) analisaram o papel das LC em pacientes
com leishmaniose tegumentar causados por L. amazonensis, L. braziliensis e L. mexicana,
observando uma reducdo da densidade das LC na infeccdo por L. braziliensis com
resposta de hipersensibilidade tardia. Entretanto, na infec¢do por L. amazonensis havia
aumento das LC, o que sugere que L. amazonensis pode usar as LCs para ativar células
T, causando supressdo da resposta imune das células T. Dados similiares foram
observados em DCs murinas e humanas infectadas por L. amazonensis (JI; SUN;
SOONG, 2003)(SOONG, 2008).

Fibroblastos

Os fibroblastos sdo células do tecido conjuntivo que atuam na manutencdo e
reparacdo tecidual. S&o responsaveis pela biossintese de colageno, proteinas
intercelulares, elastina, glicosaminoglicanas e glicoproteinas multiadesivas que fazem
parte da matriz extracelular. Além disso, essas células se caracterizam pela producéo de
fatores de crescimento que controlam o desenvolvimento e diferenciagéo celular (GUIDO
etal., 2012).



19

Diversos estudos mostram que as Leishmania é capaz de infectar os fibroblastos.
Foi comprovado que a L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis e L. major conseguem
invadir e se diferenciar em amastigotas dentro dessas células, enquanto a L. donovani
parece ndo ter a capacidade de se diferenciar e de se replicar (CHANG, 1978)(LEWIS,
1974)(LEWIS, 2016)(DEDET et al., 2016)(LEWIS, 2016)(CAVALCANTE-COSTA et
al., 2019). Bogdan e colaboradores (2000) analisou a atividade antileishmania dos
fibroblastos, a partir da expressao de NOS2, enzima responsavel pela producéo de 6xido
nitrico, e verificou que a expressao desta enzima € menor em fibroblastos infectados por
Leishmania quando comparados as celulas fagociticas profissionais e outras néo
profissionais. Como os fibroblastos possuem fraca capacidade de eliminar o parasito, 0s
mesmos podem persistir dentro dessas células por periodos prolongados (CHANG,
1978)(BOGDAN et al., 2000a)(PESSOTTI et al., 2004).

Os fibroblastos foram classificados como componentes responsaveis por reaces
inflamatdrias, pois quando ativados por substancias liberadas durante o dano tecidual ou
produtos derivados de microrganismos invasores, podem produzir citocinas como a IL-8,
que atraem neutrofilos e a IL-16, que induz a ativacéo e quimiotaxia das células T, dentre
outras moléculas que atraem neutréfilos, macréfagos e células T, interferindo assim na
resposta imunolégica (SMITH et al., 1997)(XIA et al., 1997). Neste contexto, e dentro
da hipotese do cavalo de Troia, é possivel que esta célula, varias vezes descritas como
infectadas in vivo, exercam papel semelhante ao dos neutrdfilos, podendo servir de
reservatorio para os parasitos, nichos de laténcia e resisténcia a partir do qual macrofagos

podem se infectar.

Células Epiteliais e Musculares

As células epiteliais e sua interacdo com as Leishmania tém sido menos estudadas
em comparagdo a outros tipos celulares. Em um estudo feito por Belle (1958), foi
observado que L. donavani consegue se multiplicar em células epiteliais de placenta
humana (ARANGO; 2016). Em outros estudos sobre as Leishmania, varios autores
descrevem a presenca de miopatia inflamatoria, mostrando amastigotas em tecidos
oculares, esqueléticos, cardiaco, pulmonar e muscular (PACIELLO et al.,
2009)(VAMVAKIDIS et al., 2000)(NARANJO et al., 2010)(ARANGO; 2016).

1.4. Invaséo celular por parasitos intracelulares



20

Para estabelecer a vida intracelular, os microorganismos utilizam diversas
estratégias para atravessar a barreira imposta pela membrana plasmatica e pelo
citoesqueleto celular. Alguns patdgenos intracelulares bacterianos e virais podem ser
endocitados através de pequenas invaginacbes da membrana plasmatica (MP)
(COSSART; HELENIUS, 2014). As bactérias podem invadir pelo envolvimento direto
de receptores da superficie da célula hospedeira ou por translocacdo de proteinas
bacterianas para o citosol da célula, bactérias como a Shigella, causadora da disenteria
bacilar, utilizam um mecanismo que é induzido pela bactéria e que provoca rearranjos
localizados de actina nos locais de invasdo que envolvem o patogeno (COSSART,;
SANSONETTI, 2004).

Além dos virus e procariotos temos microorganismos intracelulares maiores e
eucariotos como 0s protozoarios causadores da doenca de chagas, da maléria, da
toxoplasmose e das leishmanioses. Esses parasitos intracelulares tém coevoluido com 0s
seres humanos e estabeleceram interacdes especificas e complexas, formando a base de
seu tropismo celular. Eles usam essas interacdes para invadir células hospedeiras bem
como migrar pelos tecidos, evadir da acdo do sistema imune e proceder a invasao celular
(WALKER et al., 2014). Entender como esses microorganismos invadem suas células-
alvo é fundamental para o entendimento da infeccéo e de seu respectivo quadro clinico e
evolucdo. Desenvolver uma maneira de atravessar a membrana plasmatica do hospedeiro
€ uma etapa obrigatoria para os patdgenos intracelulares estabelecerem a infeccéo,
portanto, varias estratégias para penetrar células hospedeiras foram desenvolvidas pelos
diferentes microorganismos, incluindo os protozoarios intracelulares. A invaséo celular
pode ser realizada através da formacdo de uma juncdo movel que direciona parasitos para
o0 citoplasma, como observado nos protozoarios Toxoplasma gondii e para Plasmodium
spp. (BESTEIRO; DUBREMETZ; LEBRUN, 2011), a injecdo direta de parasitos através
de uma estrutura especializada que guia o patdgeno até sua celula hospedeira, como nos
microsporideos (XU; WEISS, 2005) ou a fagocitose, como nos géneros Leishmania,
Listeria, Chlamydia, e outros (SCHILLE et al., 2018) (Figura 1).

O T. cruzi invade diferentes tipos de células ativamente, formando vacuolos
intracelulares originados de invagina¢fes da membrana plasmatica que ocorrem
independentemente dos rearranjos de actina de células hospedeiras, sendo assim, um
processo distinto da fagocitose. Estudos mostraram que a entrada de T. cruzi em células

hospedeiras envolve o recrutamento e fusdo de lisossomos para o local de invasdo do
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parasito (FERNANDES et al.; 2011). Tardieux (2014) observou que o T. cruzi

desencadeia um aumento de Ca? intracelular nas células hospedeiras, 0 que é necessario

para o recrutamento e fusdo dos lisossomos no local de invasdo e que sdo envolvidos no

processo de reparo de membrana plasmatica. Desta forma, a invasdo das tripomastigotas

ocorre pela subverséo do processo celular de reparo de membrana plasmatica dependente

de lisossomos o qual, presente em virtualmente todas as células nucleadas, acaba

permitindo que o parasito invada uma ampla gama células néo fagociticas.
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Figura 1: Mecanismos de invasao celular por parasitos intracelulares. Visao geral dos mecanismos de

invasao celular utilizados pelos apicomplexas, cinetoplastideos e microsporidios para invadir células

hospedeiras. (A) (1) Os apicomplexas (por exemplo, T. gondii e Plasmodium spp.) interagem primeiro de

forma fraca com a membrana plasmatica da célula hospedeira. Em seguida, com o complexo apical

perpendicular a membrana plasmatica da célula hospedeira, as proteinas das rdptrias sdo secretadas e

formam a juncdo movel (3), que fornece a for¢a que conduz os parasitos para o citoplasma da célula
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hospedeira (4). No interior das células hospedeiras, os parasitos residem num vactolo ndo fusogénico e
assim evitam a fusdo lisossomal. (B) T. cruzi invade as células hospedeiras ndo-fagocitarias induzindo tanto

(1) o influxo extracelular de Ca?* através de lesdes induzidas pelos parasitos na membrana plasmatica como
a libertacdo de Ca?* armazenado intracelularmente. (2) O aumento nos niveis de Ca?* citoplasmatico leva
ao recrutamento de lisossomos da célula hospedeira para o sitio de invasdo que funcionam como vesiculas
exociticas sensiveis a Ca?*, que doam membranas ao vacuolo parasitéforo nascente. (3) No interior das
células hospedeiras, o vactolo continua a fundir-se com lisossomos, levando a sua acidificacdo, o que
culmina com o escape dos parasitos para o citosol da célula hospedeira onde os mesmos se replicam como
amastigotas. (C) Leishmania spp. sdo capturados por fagdcitos através de (1) fagocitose mediada por actina
ou por células ndo-fagocitérias através do recrutamento de lisossomos de células hospedeiras dependentes
de Ca?* que doam membranas aos vactolos parasitoforos nascentes. Este processo parece ser o mesmo que
a infecgéo por tripomastigotas de T. cruzi, indicando que 0s mecanismos subjacentes sdo conservados nestes
cinetoplastideos. (2) Apos a invasdo, Leishmania spp. vivem e se reproduzem dentro de vaclolos acidicos
que se fundem com os lisossomos de suas células hospedeiras na via endossdmica. (D) Os esporos dos
microsporideos ligam-se as células hospedeiras através da parede do esporo e extrudam o seu tubo polar, o
que cria uma invaginacdo na membrana plasmatica da célula hospedeira. O esporoplasma infeccioso viaja
ao longo do limen do tubo polar e é entregue no local da infec¢do. Apds a internalizaco, o parasito vive e
replica-se dentro de vacuolos parasitéforos que néo se fundem com lisossomos. (Adaptado de Horta et al.;
2020).

1.5. Processo de infecgéo por Leishmania spp.

O vetor de Leishmania spp. se torna infectado ao sugar o sangue de vertebrados
portadores do parasito. A queda da temperatura e a elevacdo do pH no trato digestivo do
inseto favorecem a conversdo das formas amastigotas em promastigotas prociclicas,
forma que se replica no interior do vetor. Por um processo denominado metaciclogénese,
as promastigotas prociclicas se diferenciam nas formas infectantes para os vertebrados
que sao denominadas promastigotas metaciclicas. Por outro lado, o hospedeiro vertebrado
se torna infectado quando o inseto vetor realiza seu repasto sanguineo e regurgita as
formas promastigotas metaciclicas na derme do hospedeiro (Figura 2) (Cavalcante-Costa,
2020).

Ap0s a inoculacdo das formas promastigotas pela fémea do flebotomineo vérias
células tém sido implicadas como importantes nos primeiros passos da invasao, como 0s
neutrofilos, que s@o as principais células a capturar as promastigotas na fase inicial da
infeccéo (Peter et al., 2008). Sendo assim, os macréfagos podem se infectar indiretamente
através da ingestao de corpos apoptoticos contendo o parasito ou diretamente, através da

captura direta das promastigotas (HORTA et al., 2020), como explicado anteriormente.
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Importante mencionar que nada se sabe a respeito de qual forma de invasdo é

preponderante, nem muito menos se uma ou outra favorece mais o parasitismo.
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Figura 2: Ciclo de vida de Leishmania spp. (1) Durante o repasto sanguineo, a fémea infectada regurgita
as formas metaciclicas de promastigotas na derme do hospedeiro vertebrado. (2) Estas formas infecciosas
podem ser capturadas por fagdcitos profissionais, tais como neutréfilos e macréfagos ou mesmo invadir
células ndo-fagocitarias. (3) Dentro da célula hospedeira, durante a fase intracelular do ciclo, o parasito
diferencia-se em amastigotas, que possuem forma arredondada e que vivem no interior das células dentro
de vacuolos parasitéforos formados pela fusdo do endossomo com os lisossomos das células hospedeiras
na via endocitica. Dentro dos vacuolos, as amastigotas se replicam por divisdo binéria. (4) Antes que novos
macro6fagos possam ser infectados, ndo ha comprovagdo de que ocorra ciclo litico. Curiosamente, outros
mecanismos tais como inducdo da apoptose com captura de corpos apoptéticos infectados por novos
macro6fagos ou a transferéncia de parasitos célula-célula tém sido propostos e demostrados como possiveis
vias de propagacédo de amastigotas entre os macrdfagos. (5) Os mecanismos envolvidos na amplificagdo da
infeccdo ainda continuam a ser discutidos e mal compreendidos. Apesar de se assumir que a replicagéo do
parasito poderia levar a explosao celular, outros mecanismos parecem estar envolvidos, como explicado
anteriormente. (6) O inseto vetor se infecta pela ingestao de células infectadas durante o repasto sanguineo
num hospedeiro infectado. (7) Dentro do intestino do inseto vetor fémea, a amastigota é liberada e re-
transformada em promastigotas prociclicas flageladas que vivem e (8) se multiplicam extracelularmente.
(9). Depois de passar pelo processo denominado metaciclogénese sdo geradas promastigotas metaciclicas,
formas infecciosas que podem infectar hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo do vetor.
(Adapatado de CAVALCANTE-COSTA et al.; 2020)
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De toda forma, seja por mecanismos diretos ou indiretos, na cronificacdo da
doenca a maioria das células infectadas séo macrofagos, os quais carregam em seu interior
as formas amastigotas. N&o se sabe ao certo como novos macrdfagos séo infectados pelas
formas amastigotas. Ainda que seja comumente assumido que haja liberagdo de
amastigotas de Leishmania mediante ruptura celular este fendmeno nunca foi
documentado (HORTA et al., 2020). De modo similar, pouco se sabe sobre a invasédo
direta de amastigotas em macrofagos. Ja foi relatado que amastigotas podem expor
fosfatidilserina em sua superficie, o que media o reconhecimento e captura pelos
macrofagos numa via que inibe a atividade inflamatéria do fagocito (WANDERLEY et
al., 2006) e também a transferéncia direta célula-célula de amastigotas externalizadas por
uma célula infectada e em intimo contato com uma célula ndo infectada para a qual os
parasitos sdo transferidos (REAL et al., 2014). Rittig e Bogdan (2000) descreveu que as
formas amastigotas podem ser liberadas da célula hospedeira apds fusdo do vacuolo
parasitéforo com a membrana plasmatica, o que leva a “exocitose” dos parasitos sem que
haja ruptura celular (revisado por RITTIG & BOGDAN, 2000).

Existe consenso de que as amastigotas conseguem entrar nas células por
fagocitose, entretanto, é possivel concluir com alguma seguranca que as amastigotas
também podem infectar células ndo fagociticas. Muitas das descri¢cGes de amastigotas em
células ndo fagociticas ocorreram em 0Orgaos internos e linfonodos, ou seja, longe da
derme, sendo muito mais provavel que tal infeccdo tenha ocorrido na cronicidade da
doenca, quando as poucas formas promastigotas inoculadas pelo vetor ndo mais existem.
Apesar de que o mecanismo de entrada seja pouco compreendido, se sugere que esses
parasitos podem explorar mecanismos ja existentes na propria célula para conseguir
invadi-las (KIMA, 2007), sendo frequentemente atribuido as amastigotas uma capacidade
de induzir a fagocitose mesmo em células que nao sdo fagociticas classicas. No contexto
da fagocitose, alguns estudos mostram que a internalizagdo da amastigota de Leishmania
spp, in vivo, € mediada por receptores Fc e receptores de complemento (UNDERHILL;
OZINSKY, 2002)(RIBEIRO-GOMES et al., 2012)(KIMA et al., 2000). Estudos
abordando a interacdo de amastigotas de T. cruzi com células HeLa mostraram que essa
forma evolutiva exibe filamentos agregados de actina que permitem a ligacéo a por¢édo
dorsal dessas células, semelhantes a microvilosidades. A agregacdo a estas

microvilosidades gera uma estrutura em forma de ““copo " por baixo do parasito, de forma
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dependente do citoesqueleto e que culmina com a inducdo de um processo semelhante a
fagocitose (MORTARA et al., 2008) (FERNANDES et al., 2013).

Como citado anteriormente, vérios tipos celulares j& foram descritos como
infectados por Leishmania spp., dentre estes vérias células ndo fagociticas, como os
fibroblastos, células musculares e epiteliais. Hoje sabemos que no caso da invasdo de
células ndo fagociticas por promastigotas, esta forma evolutiva do parasito consegue
induzir seu processo de internalizacdo de forma ativa e que tal processo em nada se
assemelha a fagocitose, possuindo topologia oposta e atores celulares e moleculares
distintos da fagocitose (CAVALCANTE-COSTA et al., 2019). Na verdade, para o caso
das formas promastigotas, o tratamento das células hospedeiras com bloqueadores de
fagocitose ndo s6 nao impedem a infeccdo como culmina em taxas de infec¢do de quatro
a cinco vezes maiores. Nos demonstramos que, assim como as tripomastigotas de T. cruzi,
as promastigotas metaciclicas de L. amazonensis subvertem a via endocitica da célula
hospedeira envolvida no reparo da membrana plasmatica, desencadeando sinalizacdo de
calcio, recrutamento e exocitose de lisossomos para induzir a invasao celular de maneira
independente do citoesqueleto de actina, logo por um mecanismo bastante distinto da
fagocitose. Assim, é possivel que in vivo também as promastigotas de Leishmania nao

dependam unicamente de serem capturadas por fagocitose para estabelecer a infeccéo.

Quanto as formas amastigotas de Leishmania nada se sabe sobre o processo de
invasdo em células ndo fagociticas. No caso do T. cruzi, o processo de captacdo das
amastigotas por fagdcitos ha envolvimento e co-localizagdo com F-actina, paxilina e
talina nos copos fagocitarios que sdo formados ao redor do parasito durante a
internalizacdo. O tratamento de macr6fagos com genesteina, inibe a fosforilacdo de
proteinas que auxiliam na fagocitose, impedindo a captacdo de amastigotas. Esse
processo, como a fagocitose mediada por receptor, depende da fosforilagdo da proteina
tirosina, que se trataria, assim, de um processo igual a fagocitose (LOVE; KANE;
MOSSER, 1998). Entretanto, mesmo para o caso das amastigotas de T. cruzi ndo parece
haver consenso sobre a rota de invasdo em células ndo fagociticas. Neste contexto, este
trabalho buscou estudar a interacdo de amastigotas de Leishmania com fibroblastos e
estudar o processo de invasdo celular utilizado por esta forma evolutiva do parasito para

invadir esta célula hospedeira.
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2. JUSTIFICATIVA

Trabalhos de inimeros e renomados grupos de pesquisa relatam hé algumas décadas
a presenca de amastigotas de Leishmania spp. no interior de células ndo fagociticas. A
importancia potencial e ainda inexplorada deste tipo particular de infeccdo vem do fato
de que muitos dos tipos celulares ndo fagociticos reportados como infectados in vivo
tratam-se de células de grande longevidade e sem a capacidade de produgdo de efetores
imunes que poderiam debelar a infeccdo, tornando estas células um esconderijo perfeito
para os parasitos. Adicionalmente, parasitos habitando estes tipos celulares podem estar
ao abrigo da acéo de farmacos de referéncia, como o Glucantime, dado que a droga age
preferencialmente contra parasitos presentes em macréfagos. Neste contexto, € altamente
plausivel hipotetizar que células ndo fagociticas e ndo imunes infectadas por Leishmania
spp. podem ser, por exemplo, responsaveis pela refratariedade ao tratamento e pelas
frequentes recaidas e recidivas observadas apoOs finalizacdo dos tratamentos
farmacologicos. A invasdo de células ndo fagociticas pela Leishmania spp. é um aspecto
absolutamente negligenciado no estudo da biologia bésica deste organismo e tem todo
potencial de redimensionar nossa compreensdo a respeito deste parasito, de seu ciclo de
vida e das doencas por eles causadas. E possivel que amastigotas de Leishmania spp.
sejam dotadas da capacidade de invadir células ndo fagociticas ativando nestas células
uma habilidade fagocitica transiente, ou através da subversdo de vias endociticas
dependentes de lisossomos, como ja demonstrado pelo nosso grupo para as formas
promastigotas, ou mesmo através de recrutamento focal de F-actina, semelhante a
bactéria Shigella. Para além de desvendar aspectos béasicos sobre o comportamento
invasivo das amastigotas, compreender como estes parasitos invadem tais células e
conhecer os determinantes celulares e bioquimicos que permitem tal invaséo é o primeiro
passo a ser dado no sentido de, no futuro, tracar-se estratégias para o bloqueio deste tipo

de infeccéo e estudar seu impacto no curso da doenca.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Estabelecer um modelo de infeccédo de fibroblastos por amastigotas de Leishmania
amazonensis e desvendar os mecanismos celulares e moleculares que regem a invaséo

celular.

3.2.1 Objetivos especificos

e Desenvolver um modelo de infeccdo de fibroblastos embrionarios de
camundongos (MEF) por amastigotas de L. amazonensis;

e Realizar ensaios comparativos de infec¢do por amastigotas e promastigotas em
MEF comparando 0s processos infecciosos e seus mecanismos;

e Avaliar a viabilidade dos parasitos internalizados pelos fibroblastos, sua
capacidade de re-transformacéo e manutencédo da infectividade;

e Avaliar os papéis dos parasitos e das células hospedeiras no processo de
internalizacdo das amastigotas;
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4, METODOLOGIA
Cultivo de L. amazonensis

A cepa de Leishmania amazonensis expressando a Proteina Fluorescente
Vermelha (LLa-RFP) utilizada neste trabalho foi fornecida pelo Dr. David Sacks (NIH,
Bethesda, EUA) e cultivadas como descritos em Carneiro et al.; 2018. A coloracao
vermelha das cepas RFP foi obtida através da transfeccdo de um plasmideo contendo a
proteina vermelha fluorescente, que confere tal coloracdo (Carneiro et al., 2018). Para a
cultura de promastigotas de LLa-RFP os parasitos foram mantidos em garrafas de cultura
de 5 ml com meio M199 (GIBCO) acrescidos de 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina (GIBCO) e 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado pelo calor (GIBCO).
Como antibidtico de sele¢do para manutencao dos parasitos expressando RFP, 50 pg/mi
de geneticina G418 (Life Technologies) eram adicionados ao meio de cultura. As formas
promastigotas eram mantidas em estufa de cultivo a 24°C. In6culos de 1 x 108/ml partindo
de culturas em quinto dia de cultivo eram utilizados nos repiques de rotina para

manutencéo da cepa.

Para a obtencdo de amastigota de LLa-RFP, foi empregado o protocolo
estabelecido e descrito por Sarkar et al.; 2018. Partindo de culturas de quinto dia de
promastigotas, 0s parasitos eram inoculados em meio proprio para amastigotas e mantidos
a 34°C. Apos transformacdo em amastigotas os parasitos eram repicados nas mesmas
concentracdes utilizadas para as formas promastigotas, sendo apenas mantidos em meio
e temperaturas proprias para manutencdo das formas amastigotas. Amastigotas axénicas
saudaveis devem ter uma forma oval, sem flagelo visivel, com membrana plasmatica
delimitada e ndcleo e cinetoplastos bem marcados por GIEMSA. O meio contém
nutrientes necessarios para a formacdo das amastigotas e consiste, na verdade, no meio
M199 suplementado com 0,25% de glicose, 0,5% de Tripticase (peptona), 40 mM de
Succinico, 1% de Adenina (10mM), 1% de L-Glutamina, 20% de soro fetal bovino
inativado e 1% de penicilina/estreptamicina. O protocolo completo para preparo deste

meio encontra-se no Anexo 1 ao final deste manuscrito.
Ensaios de Viabilidade dos parasitos

Com a finalidade de avaliar a viabilidade dos parasitos cultivados, tanto das
formas promastigotas quanto amastigotas, foram realizados dois testes distintos, o de

eritrosina e 0 do MTT. A técnica da eritrosina se baseia na contagem de parasitos na
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presenca de corantes que marcam apenas 0s parasitos mortos. Apds contagem em camara
de Neubauer, a porcentagem de parasitos viaveis era calculada. O teste do MTT é um
teste colorimétrico que se baseia na capacidade dos parasitos viaveis de reduzir o
substrato (sal de tetrazdlio) a um produto insoltvel, o formazan, que pode ser quantificado
por espectrofotdmetro. Comumente utilizado para células de mamifero, o protocolo que
utilizamos foi modificado para Leishmania como descrito por Dutta et al.; 2005. As
andlises dos metabdlitos produzidos e o resultado final eram lidos no leitor de ELISA.

Como controle negativo utilizdvamos parasitos mortos.

Cultivo celular de fibroblastos embrionarios de camundongo (MEF) e macrdéfagos

murinos de linhagem (RAW).

Neste trabalho utilizamos fibroblastos embrionarios de camundongos (MEF) e
macrofagos murinos (RAW) como modelos de células hospedeiras. Os mesmos foram
cultivados em garrafas 75 cm? com 10 ml de meio Dulbeccos Modified Eagle Medium
(DEMEM) (GIBCO) com acréscimo de 10% de soro fetal bovino (GIBCO) inativado
pelo calor e 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina (GIBCO). As células
eram mantidas em estufas de cultivo com atmosfera de 5% de CO: a 37°C, sendo feito
repiques a cada 2 dias de cultivo de modo a manter as culturas sempre em condicdes de
sub-confluéncia. Para os repiques utilizavamos solucéo de tripsina 0,25% (GIBCO) para

desaderir as células.

Os macrdfagos (RAW) foram cultivados em garrafas 75 cm? com 10 ml de meio
DEMEM (GIBCO) acrescidos de 10% de soro fetal bovino (GIBCO) inativado pelo calor,
acrescidos de 100 U/ml de penicilina e 100ul/ml de estreptomicina (GIBCO). As células
eram mantidas em estufas de cultivo com atmosfera de 5% de CO- a 37°C, sendo feito
repiques a cada 2 dias de cultivo de modo a manter as culturas sempre em condic¢des de
sub-confluéncia. Para os repiques utilizavamos solucéo de tripsina 0,25% (GIBCO) para
desaderir as células e também raspavamos o vasilhame com cell scrapper (SARSTEDT),

dado que os macrdfagos tendem a se aderir mais fortemente ao substrato.
Experimentos de infecgdo

Para os ensaios de infeccdo, células provenientes de culturas sub-confluentes eram
plaqueadas em placas de cultivo de 6 pogos (KASVI) 24 horas antes dos experimentos na
concentracdo de 3 x 10° células por poco. Estas células eram diretamente inoculadas para

crescimento nas placas (experimentos de FACS) ou sobre laminulas de vidro inseridas ao
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fundo da placa (ensaios de microscopia de fluorescéncia) e mantidas como descrito no
item anterior. Os parasitos, L. amazonensis-RFP, nas formas amastigota ou promastigota,
eram inoculados nas culturas celulares que eram centrifugadas a 500 x g por 5 minutos a
20°C para sincronizar 0 contato dos parasitos com a monocamada de celulas.
Posteriormente, a placa era incubada a 37°C em atmosfera de 5% de CO: pelo periodo de
tempo estabelecido e indicado para cada experimento. Para todos os experimentos de

infeccdo foi utilizada uma razéo de 25 parasitos por célula.

Experimentos de infeccdo com parasitos mortos fixados com PFA e em células pré

tratadas com citocalasina-D

Em alguns ensaios os parasitos eram previamente fixados em paraformaldeido
(PFA) 4% por 15 minutos para se verificar se as células eram capazes de capturar
ativamente os parasitos mortos ou se a viabilidade dos mesmos era preponderante para a
invasao celular. Para outros ensaios, foi utilizada a droga Citocalasina-D (SIGMA), um
inibidor da polimerizacdo de filamentos de actina, para se verificar o papel do
citoesqueleto celular no processo de invasdo celular. Para estes experimentos as células
eram pré tratadas com 10 uM da droga por 30 minutos. Ap6s o tratamento, 0 meio de
cultura era trocado e as células incubadas com os parasitos pelo tempo indicado. Estas
células eram desaderidas com tripsina 0,25%, o que também desadere parasitos ligados
as células, mas ndo internalizados, e a quantificacdo da infeccdo era feita por citometria
de fluxo (FACS). Para as amostras destinadas as microscopias, as células cultivadas em
laminulas eram fixadas com PFA 4% por 15 minutos e preparadas com sondas e

coloracdes de acordo com o experimento.
Coloracao Pandtica

MEFs e células RAW infectadas com amastigotas ou promastigotas de LLa-RFP
eram também fixadas e coradas por panotico para a visualizacéo das estruturas celulares.
Para esta coloracdo, as laminulas eram imersas na solucdo 1 e 2 de cada solucdo do kit
(RENYLAB) por 1 minuto e por 5 segundos na solucéo 3. Apds a coloragdo, as laminulas
secas eram montadas em laminas de microscopia utilizando o Entellan (MERK) e

posteriormente analisadas ao microscopio optico e fotodocumentadas.

Imunomarcacéo e sondas fluorescentes
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Células cultivadas em laminulas e infectadas com amastigotas e promastigotas de
LLa-RFP eram fixadas com PFA 4% por 15 minutos. As laminulas eram incubadas com
solucéo de bloqueio e permeabilizadas (PBS, BSA 0,2%, Saponina 0,5%) e incubadas
com os anticorpos primarios ou sondas fluorescentes indicados. Para visualizagdo dos
lisosomos procedemos a marcagdo da proteina LAMPL utilizando anticorpos 1gG anti-
LAMP-1 (1D4B) produzidos em rato (Developmental Studies Hybridoma Bank) diluidos
a 1:50 no tampdo mencionado acima. Em seguida as celulas eram marcadas com
anticorpo secundario anti IgG de rato conjugado com Alexa 488 (Life Technologies) na
concentracdo de 1:250. Para marcacgdo do citoesqueleto de F-actina da célula hospedeira
utilizamos a sonda molecular Faloidina conjugada com Alexa-488 (Life Technologies)
na concentragdo final de 150 nM. Para visualizacéo dos ndcleos, as células eram marcadas
com DAPI (Life Technologies). Todas as laminulas preparadas para microscopia de
fluorescéncia eram montadas em laminas de microscopia utilizando-se o reagente de

montagem Prolong-Gold Anti-Fading (Life Technologies).
Microscopia de luz, de fluorescéncia e confocal

Para visualizacdo das células infectadas e coradas pelo método pandtico, foi
utilizado o microscépio BX60 (Olympus) ou o Microscopio Axio Imager ApoTome2
(ZEISS) para obtencdo de imagens confocais. As imagens foram tratadas utilizando-se 0s

softwares Image-J e Zen (Zeiss).
Quantificacdo da infeccdo por citometria de fluxo (FACS) e por contagem manual.

Apbs os experimentos de infeccao, as células eram lavadas 3X com PBS e tratadas
com 0,25% de tripsina (GIBCO) para desaderir as células e separa-las de eventuais
parasitos ndo internalizados. Na sequéncia, as células foram analisadas por citometria de
fluxo utilizando o aparelho FACS SCAN (Becton Dickinson). Todas as aquisi¢es foram
feitas coletando-se 10.000 células e as analises foram realizadas utilizando o software
Flow-Jo. A estratégia de gating utilizada nas analises encontra-se sumarizada na figura
suplementar 1. Para se estimar a carga parasitaria comparativamente e entre tratamentos
distintos utilizamos o pardmetro de intensidade média de fluorescéncia presente nas
populacdes celulares. Em alguns experimentos a porcentagem de células infectadas e o
numero de parasitos por célula foi determinado por contagem manual ao microscépio

optico.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtengéo de amastigotas axénicas de L. amazonensis e testes de viabilidade

Para obtencdo de amastigotas axénicas de L. amazonensis, WT ou RFP foi
empregado o método descrito por Sarkar et al. (2018), que consiste em transformar

promastigotas em amastigotas axénicas pela inoculacao dos parasitos em meio de cultura
proprio e seu cultivo na temperatura de 34° C e no pH de 4.5, de modo a mimetizar as
condicdes do vacuolo parasitoforo das células hospedeiras de vertebrados. Ao final do
terceiro dia de cultivo do indculo de promastigotas ja podiam ser observadas formas
tipicamente amastigotas, arredondadas e sem flagelo aparente. Prosseguia-se o cultivo até
0 quinto do dia, a partir do qual os parasitos podiam ser repicados e mantidos como
amastigotas. Caso inoculadas em meio de cultura apropriado para promastigotas e
retornadas as condicdes tipicas do inseto vetor, as formas amastigotas se re-
transformavam em promastigotas com caracteristicas tipicas de promastigotas
metaciclicas. Imagens dos parasitos antes e apos a transformacdo em amastigotas e apds
re-transformacao em promastigotas podem ser vistas na figura3 A, Be C.

Para avaliar a viabilidade dos parasitos foram utilizados dois testes distintos, o da
eritrosina e do MTT. A técnica da eritrosina se baseia na coloracdo e contagem de
parasitos na presenca do corante que marca apenas parasitos mortos. A contagem ¢ feita
em camara de Neubauer calculando-se a porcentagem de parasitos vivos e mortos,
gerando-se, assim, a porcentagem de parasitos viaveis (Figura 3 D). Para o teste do MTT,
foi utilizado o protocolo descrito por Dutta et al.; 2005, modificado para Leishmania. O
teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-di- fenil brometo de tetrazolina) que consiste na
quantificacdo da atividade e viabilidade dos parasitos pela capacidade de parasitos viaveis
de metabolizar o substrato através da acdo de enzimas mitocondriais. A leitura da
coloracdo gerada foi feita em espectrofotdmetro (leitor de ELISA) (Figura 3 E).

A infecgdo das formas amastigotas e promastigotas em macréfagos, foi outra forma
de atestar a viabilidade e infectividade das formas amastigotas obtidas. Para tanto, células
RAW, macréfagos murinos imortalizados, foram cultivados em placa de 6 wells contendo
laminulas de microscopia ao fundo e mantidos em estufa de CO2 a 37° C por 24 horas.
Os parasitos eram entdo incubados com as células por 4 horas, também em estufa de CO>
e a 37° C. Apds o tempo de incubacdo, as células eram coradas por método panotico,
sendo possivel a visualizacdo de parasitos internalizados dentro de grandes vacuolos
tipicos de L. amazonensis no interior das células RAW, atestando, assim, sua a viabilidade
e infectividade (Figura 4: A, B e C). Tanto as formas promastigotas, quanto as formas
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amastigotas e as promastigotas obtidas a partir da re-transformacdo das amastigotas in
vitro foram capazes de infectar os macréfagos e estabelecer a vida intracelular em tipicos
vacutolos parasitoforos. A porcentagem de células infectadas e a carga parasitéria foi
aferida pela contagem manual e demonstra o alto grau de infectividade de todas as formas
evolutivas obtidas, atestando, assim, a viabilidade e infectividade das mesmas (Figura 4
DeE).



34

FIGURA 3
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Figura 3: Cultivo de L. amazonensis, obtencdo das formas amastigotas e testes de viabilidade. A, B e
C — Morfologia dos parasitos em suas diferentes formas evolutivas, antes e apds transformacao in
vitro. Utilizando o método de coloracdo GIEMSA e microscopia de dptica foi possivel visualizar os
parasitos em suas diferentes formas evolutivas, sendo elas: (A) promastigotas axénicas, com flagelo
aparente, nlcleo e o cinetoplasto. (B) amastigotas axénicas, arredondadas, sem flagelo aparente,
evidenciando o nicleo e cinetoplasto. (C) promastigotas axénicas e re-transformadas a partir da cultura de
amastigotas mostrada em B. (D) viabilidade de promastigotas, amastigotas e promastigotas re-
transformadas, a partir de contagem de parasitos em camara de Neubauer com eritrosina utilizando
microscopio optico (E) (absorbancia - %) viabilidade de promastigotas, amastigotas e promastigotas re-
transformadas, pelo método do MTT. Parasitos mortos, fixados com PFA foram utilizados como controle

negativo (barras pretas).
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FIGURA 4
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Figura 4: Infeccdo de macré6fagos com formas promastigotas, amastigotas e promastigotas re-
transformadas de L. amazonensis. Macrofagos foram infectados com promastigotas (A), amastigotas (B)
e promastigotas re-transformadas (C) durante 4 horas e mantidas a 37°C. Ap6s 24 horas, as células foram
fixadas e coradas pelo método pandtico. (D) e (E) Quantificagdo da infecgdo e carga parasitaria atestando

infectividade e viabilidade dos parasitos em todas as formas evolutivas utilizadas.
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5.2. Amastigotas de L. amazonensis sdo capazes de invadir células ndo fagociticas

in vitro

Para averiguar se as amastigotas de L. amazonensis eram capazes de invadir células
ndo fagociticas, utilizamos fibroblastos embrionarios de camundongo (MEFs) como
modelo. Como controle positivo infectamos fibroblastos com as promastigotas de L.
amazonensis, sabendo-se que essa forma do parasito consegue invadir este tipo celular.
Apo0s 4 horas de contato dos parasitos com as células, observamos mdaltiplos parasitos
internalizados em vacuolos parasitéforos, comprovando sua capacidade de invadir 0s
fibroblastos (Figura 5 A), da mesma forma que promastigotas (Figura 5 B).

Para estudar a cinética de invasdo de amastigotas e melhor visualizarmos a presenca
dos parasitos dentro dos fibroblastos na infeccdo, o0 mesmo experimento foi realizado e a
infeccdo acompanhada por 4, 24 e 48 horas. Nestes experimentos as células foram
marcadas com faloidina A488 para a visualizacdo do citoesqueleto da célula hospedeira
e com DAPI para marcar os nlcleos (Figura 6). Mais uma vez comprovamos que a
amastigota é capaz de invadir os fibroblastos e se estabelecer dentro das células de forma
sustentavel, ja que os parasitos com sua morfologia tipica puderam ser visualizados no
interior da célula mesmo apo6s 48h de infeccdo (Figura 6 C). Curiosamente, no tempo de
4h pudemos notar uma rede de actina ao redor de alguns parasitos, sugerindo um possivel
envolvimento do citoesqueleto no processo de invasdo pelas amastigotas (Figura 6 A).

Para caracterizacdo do vacuolo parasitoforo, MEFs foram infectadas por 24h com
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis, marcadas com anticorpos anti-LAMP1,
para marcar os lisossomos e com DAPI, para marcar os nlcleos. Em ambas as infec¢des,
os parasitos foram internalizados, mantendo-se proximos ao ndcleo e residindo em
vacuolos parasitoforos fusogénicos marcados por LAMP, tipicos e necessarios para a
sobrevivéncia destes parasitos nas células, sendo essa uma caracteristica do género
Leishmania (Figura 7).

Como trabalhamos com o parasito expressando a proteina vermelha fluorescente
(RFP) foi possivel quantificarmos as infec¢fes por citometria de fluxo (a estratégia de
gating utilizada esta detalhada na figura suplementar 1). Sendo assim, visando quantificar
0 processo de invasdo celular infectamos MEFs com amastigotas de L. amazonensis e
analisamos as taxas de infeccéo por citometria de fluxo nos intervalos indicados ao longo
de 4h de interacdo (Figura 8). Como pode ser observado, os parasitos invadem de forma
gradual as células, iniciando ja aos 5 minutos com 13% das MEFs infectadas culminando

com a grande maioria das células infectadas (74%) apés 4 horas de infecgdo (Figura 8).



37

FIGURA 5

Figura 5: Amastigotas de L. amazonensis sdo capazes de invadir células ndo fagociticas. Fibroblastos
foram infectados com L. amazonensis em suas formas amastigotas (A) e promastigotas (B) durante 4 horas
a 37°C. Apos este tempo as células foram lavadas, fixadas com PFA, coradas pelo método panético e
analisadas ao microscépio Optico. Nas imagens podem ser observados multiplos parasitos internalizados

em vacuolos parasitforos tanto na infec¢do com amastigotas (A) quanto com promastigotas (B).



38

FIGURA 6
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Figura 6: Amastigotas de L. amazonensis permanecem viaveis no interior de fibroblastos apds
invasdo da célula hospedeira. Apo6s infeccdo com amastigotas, as células foram cultivadas por 4h (A),
24h (B) e 48h (C) a 37°C. Uma vez fixadas com PFA, as células foram preparadas para microscopia de
fluorescéncia e marcadas com faloidina-A488 para se visualizar o citoesqueleto de F-actina e com DAPI
para evidenciar os nicleos. Os parasitos expressando RFP sdo visualizados em vermelho. No tempo de 4h
observamos uma rede de actina em volta de alguns parasitos, sugerindo um possivel envolvimento do

citoesqueleto no processo de invasdo pelas amastigotas.
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FIGURA 7
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Figura 7: Vacuolos parasitoforos fusogénicos sdo detectados em fibroblastos quando os mesmos sao
infectados por formas amastigotas de L. amazonensis. Ap6s 24h de infeccdo de fibroblastos por formas
amastigotas (A) e promastigotas (B) expressando RFP (LLa-AMA e LLa-Pro - vermelho) as células foram
fixadas e marcadas por imunofluorescéncia utilizando-se anticorpos anti-LAMP1 (lisossomos - verde) e
DAPI (nlcleos - azul). Tanto para promastigotas quanto para amastigotas as imagens mostram 0s parasitos
internalizados nas células, proximos ao nucleo (azul) e residindo em vacuolos fusogénicos como o esperado
para as formas intracelulares de Leishmania spp.
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FIGURA 8
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Figura 8: Quantificacéo da infec¢io de fibroblastos por amastigotas de L. amazonensis em diferentes
tempos de incubacgdo. Fibroblastos foram incubados com amastigotas por 5 minutos (azul escuro), 15
minutos (azul claro), 30 minutos (verde), 60 minutos (laranja), 120 minutos (roxo) ou 240 minutos
(vermelho). Posteriormente, as células foram coletadas e a infec¢éo foi quantificada por citometria de fluxo.
Células ndo infectadas (NI/preto) foram usadas como controle negativo. Ap6s definicdo do gate indicado,
as taxas de infeccdo foram obtidas e encontram-se expressas no grafico em porcentagem de células
infectadas.
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5.3. Alinvasdo celular de L. amazonensis depende da viabilidade dos parasitos

Para verificar se a invasdo celular dependia da viabilidade dos parasitos, os MEFs
foram incubados a 37°C por 4 horas com amastigotas ou promastigotas de L. amazonensis
viaveis ou fixados com PFA. Posteriormente foi feita a quantificacdo da infeccdo por
citometria de fluxo. Os resultados mostraram que, ao contrario dos parasitos vivos, que
tém alta taxa de infeccdo em fibroblastos (Figs. 8 e 9), tanto amastigotas quanto
promastigotas fixadas ndo foram internalizadas pelas células (Figura 9). Outro fato a se
notar é que a infeccdo de amastigotas se mostrou maior em comparacdo a de
promastigotas, algo que observamos na maioria dos nossos experimentos utilizando
promastigotas como controle. Este resultado indica que o parasito precisa estar viavel

para induzir seu processo de invaséo.

Realizamos ainda 0 mesmo experimento e marcamos as células com faloidina A488
e DAPI, para marcar os filamentos de F-actina e os nucleos, tendo sido possivel visualizar
0 mesmo resultado, demonstrando que a internalizacdo dos parasitos ocorre apenas
guando amastigotas ou promastigotas vivas sdo inoculadas (Figura 10 A e C) ao passo
que as células expostas aos parasitos fixados com PFA ndo apresentam nenhum sinal de
internalizacdo dos parasitos (Figura 10 B e D). Os resultados demonstram de forma
patente que somente parasitos vivos sdo internalizados pelos fibroblastos, os quais
permanecem préximos ao nucleo das ceélulas, fundem com lisosomos numa clara
indicacdo de que trafegam pela via endossomal. Nestes experimentos avaliamos ainda,
por citometria de fluxo, a intensidade media de fluorescéncia das células apés as 4h de
infeccdo e verificamos que, em MEFs, as amastigotas, de fato, parecem possuir uma
capacidade invasiva maior do que as formas promastigotas (Figura 10). Assim, 0s
resultados de citometria de fluxo, indicam que na infec¢do por amastigotas, ndo apenas
uma maior porcentagem de células é infectada (Figura 9) como também um maior nimero
de parasitos é encontrado dentro das células (Figura 10 A). Todavia, experimentos de
time-course focados em ndo somente responder, mas caracterizar este fenbmeno ainda

precisam ser realizados.
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FIGURA 9
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Figura 9: Internalizacdo de amastigotas e promastigotas de L. amazonensis em fibroblastos depende
da viabilidade dos parasitos. Fibroblastos foram incubados por 4 horas com amastigotas e promastigotas
expressando RFP vivas (vermelho) ou fixadas com PFA (marron). Em seguida as células foram lavadas,
removidas do vasilhame e a infeccdo foi quantificada por FACS. Células ndo infectadas (NI/preto) foram
usadas como controle negativo. Apds defini¢do do gate indicado, as taxas de infec¢do foram obtidas e

encontram-se expressas no grafico em porcentagem de células infectadas.
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FIGURA 10

E 20-

154

T *

10

Intensidade Média
de Fluorescéncia ( x 100)

Ama Pro

Figura 10: Internalizacdo de amastigotas e promastigotas de L. amazonensis depende da viabilidade
dos parasitos e amastigotas sdo mais infectantes para fibroblastos. Apo6s 4 horas de infecgdo de
fibroblastos por amastigotas (A), amastigotas fixadas com PFA (B), promastigotas (C) e promastigotas
fixadas com PFA (D) expressando RFP (vermelho), as células foram fixadas e marcadas por faloidina
A488, marcando os filamentos de actina (verde) e o nicleo com DAPI (azul). As imagens demonstram que
0s parasitos vivos (A) e (C), sdo internalizados nas células, residindo préximos aos ndcleos (azul), enquanto
os parasitos fixados com PFA (B) e (D) ndo foram visualizados no interior das células (corroborando os
dados apresentados na figura 7). Pela andlise da intensidade média de fluorescéncia das populacdes
infectadas foi possivel avaliar diferencialmente as taxas de infecgdo das duas formas evolutivas em MEFs

(E). Para as andlises estatiticas foi utilizado o Teste t de Student (* = p-value < 0.05).
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5.4.A invasdo celular de amastigotas de L. amazonensis é dependente de
filamentos de actina

Ja nos nossos primeiros experimentos de infeccdo de fibroblastos por amastigotas,
visualizamos algo que parecia ser uma rede de actina se formando ao redor de alguns
parasitos apos 4 horas de infec¢do, sugerindo um possivel envolvimento do citoesqueleto
no processo de invasdo (Figura 6 A), algo que nunca haviamos observado em
experimentos anteriores utilizando as formas promastigotas. Executamos, entdo, um
experimento semelhante e realizamos analises de microscopia confocal em tempos
iniciais da interagdo amastigotas-MEFs de modo a verificar com mais acuidade se isto,
de fato, ocorria. Analisamos inicialmente o tempo de 1 hora de infeccdo, dado que nesta
janela, como visto no nosso experimento da cinética da infeccdo (Figura 8), parasitos
poderiam ser flagrados invadindo a célula em uma fase mais inicial da invaséo.
Reconstrucdes 3D da célula marcada com faloidina A488 sendo infectada por amastigotas
expressando RFP demonstraram que alguns parasitos séo internalizados nitidamente
envoltos por filamentos de actina em etapas iniciais da invaséo celular (Figura 11 A).
Imagens ampliadas de 3 planos focais Unicos mostraram com maior precisdo o parasito
envolto por uma intensa rede de F-actina que se localiza exclusivamente ao redor dos
parasitos. Isto, no entanto, ndo € visualizado em todas as amastigotas (Figura 11 A e B)
sugerindo que aquelas que estdo em processo de internalizacdo é que encontram-se co-
localizadas com F-actina da célula hospedeira. Ja para a promastigotas, 0s parasitos nunca
aparecem envoltos em redes de F-actina durante a invasdo (Figura 11 C), como ja havia
sido demostrado anteriormente (Cavalcante-Costa et al. 2019). Este resultado sugere a
existéncia de vias de invasao celular distintas para as formas evolutivas de Leishmania
em células ndo fagociticas.

Os dados até entdo obtidos sugeriram fortemente um papel para o citoesqueleto de F-
actina da célula hospedeira no processo de invasdo celular das amastigotas em MEFs.
Para confirmar esta hipotese, pré-tratamos os MEFs com a droga citocalasina-D, que inibe
a polimerizacdo dos filamentos de actina, e efetuamos o experimento de infeccdo com
posterior quantificacdo da infeccdo por FACS. Como controle, utilizamos células nao
infectadas e ou infectadas com as formas promastigotas do parasito. O resultado
demonstra que o desmantelamento do citoesqueleto inibe, com a dose utilizada, em mais
de 70% a invasdo das formas amastigotas em fibroblastos (Figura 12). Em clara oposicéo,
a invasdo das formas promastigotas se torna substancialmente facilitada, culminando com

uma taxa de infecdo de mais de 3 vezes maior (Figura 12).
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FIGURA 11
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Figura 11: Amastigotas L. amazonensis sdo envoltas em filamentos de actina no momentos iniciais da
invasdo celular em fibroblastos. Fibroblastos foram incubados com amastigotas de L. amazonensis
expressando RFP (vermelho) por 60 minutos, posteriormente foram fixados e as células marcadas com
faloidina-A488 para se visualizar o citoesqueleto de F-actina (verde) e com DAPI para marcar os nucleos
(azul). Por microscopia confocal, foi possivel observar parasitos em processo de internalizacdo
apresentando uma intensa marcacdo por faloidina ao redor das amastigotas (A e B - zoom do A). Em C
vemos que na infecgdo por promastigotas, durante o processo de invasao, ndo ha visualizagao de filamentos

de actina ao redor dos parasitos.
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FIGURA 12
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Figura 12: A invaséo de fibroblastos por amastigotas de L. amazonensis é dependende de filamentos
de actina. Fibroblastos foram pré-tratados com citocalasina-D (azul), uma droga que impede a
polimerizacdo dos filamentos de actina do citoesqueleto, e em seguida infectadas com amastigotas e
promastigotas de L. amazonensis expressando RFP. Fibroblastos ndo tratados com citocalasina-D e
infectados com os parasitos indicados (vermelho) e células ndo infectadas (preto) foram utilizadas como
controle. O resultado mostra que o desmantelamento do citoesqueleto dificulta marcadamente a invasdo

das amastigotas ao passo que a entrada da promastigota é fortemente facilitada.
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Estes dados corroboram com os resultados previamente publicados pelo nosso grupo,
com os quais demonstramos que as formas promastigotas invadem MEFs de forma
independente do citoesqueleto e dependente do recrutamento de lisossomos para a
periferia celular (Cavalcante-Costa et al. 2019).

De modo a visualizar o que foi obtido e quantificado pelo FACS procedemos 0s
mesmos experimentos, efetuamos diferentes marcacdes com sondas fluorescentes e
analisamos células e parasitos por microscopia de fluorescéncia. Para células marcadas
com a faloidina e pré-tratadas com citocalasina-D (Figura 13), observamos que 0
tratamento com citocalasina-D de fato impede a invasdo pelas amastigotas que ficam
retidas no meio extracelular, sendo incapazes de efetuar a invasao (Figura 13 B). Ja nas
células ndo tratadas, podemos visualizar os parasitos internalizados e proximos ao nucleo,
tal como observado nos experimentos anteriores (Figura 13 A).

Quando o mesmo experimento era feito, mas a marcacdo foi feita utilizando-se
anticorpos anti LAMP (Fig. 14), pudemos visualizar claramente o efeito dramatico, mas
oposto, que a droga tem no que tange a invasdo das formas promastigotas (Fig. 14 B),
culminando com células multi-infectadas com multiplos parasitos em seu interior
completamente envoltos pelo marcador lisossomal caracteristico da organela
primariamente envolvida na internalizagdo destas formas evolutivas. Igualmente, com
esta marcacéo foi possivel verificar claramente que a presenca da droga, de fato, age de
forma oposta quando se trata das amastigotas, posto que elas ficam claramente retidas no
meio extracelular (Fig. 14 A). A quantificacdo da carga parasitaria foi estimada
utilizando-se as intensidades médias de fluorescéncia das populacbes celulares obtidas
pelo FACS e os resultados e as anélises estatisticas encontram-se expressos na figura 14
C.

Tomados em conjunto, bem como a luz de trabalhos anteriormente publicados pelo
nosso grupo com as formas promastigotas, propomos um modelo de invasdo para ambas
as formas evolutivas do parasito (Figura 15). Nesse modelo, as formas promastigotas
invadem células ndo fagociticas por meio do recrutamento de lisossomos para o sitio de
infecgéo ao passo que as amastigotas necessitam da polimerizacgao do citoesqueleto de F-
actina no sitio de contato com célula hospedeira para efetuarem a invasdo. Ambas as
formas evolutivas, independente da forma de penetracéo celular inicialmente empregada
pelas mesmas, trafegam na via endossodmica de suas células hospedeiras, terminando por
habitar tipicos vacuolos parasitoforos que fundem com lisossomos e se localizam nas

cercanias do nucleo.
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FIGURA 13

Figura 13: A invasdo de fibroblastos por amastigotas de L. amazonensis é dependende do
citoesqueleto de actina da célula hospedeira. (A) Fibroblastos infectados por amastigotas (vermelho) e

(B) fibroblastos pré-tratados com citocalasina-D e infectados por amastigotas. As células foram fixadas e
marcadas com faloidina A488 (verde) marcando o citoesqueleto de f-actina e DAPI (azul) marcando os
nacleos. Em células ndo tratadas com a droga (A) os parasitos sdo vistos internalizados e envoltos por
filamentos de f-actina, ao passo que nas células tratadas com a citocalasina-D (B) os parasitos nao
conseguem proceder a invasdo celular e ficam claramente bloqueados no meio extracelular, presos a face
externa da membrana plasmatica das células. O experimento foi feito em triplicata e os resultados mostram

trés campos representativos para cada tratamento.
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FIGURA 14
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Figura 14: Comparacdo da invasdo celular de amastigotas e promastigotas de L. amazonensis em
fibroblastos pré-tratados com citocalasina-D. Apds infeccéo, as células foram fixadas e marcadas com
anticorpos anti-LAMP1 (verde) marcando lisossomos e DAPI (azul) marcando o ndcleo. (A) Fibroblastos
pré-tratadas com citocalasina-D e infectadas por amastigotas (vermelho) e (B) MEFs pré-tratadas com
citocalasina-D e infectadas por promastigotas (vermelho). Para a infecgdo de amastigotas (A), é visto que
0s parasitos ficam retidos do lado de fora da célula, enquanto para as promastigotas (B) o efeito é oposto e
um grande nimero de parasitos € internalizado e sdo visualizados envoltos por LAMP. (C) Quantificacdo
da carga parasitaria de trés experimentos independentes utilizando-se o pardmetro de intensidade média de
fluorescéncia obtidos por FACS. Para as analises estatiticas foi utilizado o Teste t de Student (** = p-value
<0.01 e *** p-value < 0.001).
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FIGURA 15
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Figura 15: Modelo proposto para a invasdo de células ndo fagociticas por formas amastigotas e
promastigotas de L. amazonensis. 1: Amastigotas invadem células ndo fagociticas de maneira dependente
do citoesqueleto de actina formando vaculolos que posteriormente se fundem com lisossomos. 2:
Promastigotas invadem células ndo fagociticas de forma independente do citoesqueleto de actina e por um
mecanismo que envolve o recrutamento de lisossomos para o sitio de infeccdo em momentos iniciais da
infeccdo (Cavalcante-Costa et al., 2019). Apoés a invasdo celular, ambas as formas evolutivas trafegam na
via endossdmica da célula hospedeira e seus vactolos, que continuam a se fundir com lisossomos, terminam

por assumir a tipica localizacdo perinuclear.
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6. DISCUSSAO

Varios autores j& descreveram tipos celulares ndo fagociticos hospedando amastigotas
de Leishmania spp. (BOGDAN et al., 2000a; CAVALCANTE-COSTA et al., 2019;
CHANG, 1978; DEDET et al., 2016; LEWIS, 1974, 2016). Até recentemente nada se
sabia sobre 0 mecanismo de invasao destes tipos celulares pelas formas infectantes de
Leishmania spp. Em um trabalho anterior de nosso grupo demonstramos que as formas
promastigotas do parasito conseguem invadir células ndo fagociticas utilizando um
mecanismo fisiologico proprio das células hospedeiras chamado de reparo de membrana
plasmatica. Este mecanismo, que envolve o recrutamento e exocitose de lisossomos da
célula hospedeira, por também estar presente no Trypanosoma cruzi, parece ser uma via
conservada de invasdo celular em tripanossomatideos intracelulares. Pouco se sabe sobre
o0 papel de outros tipos celulares que ndo os macréfagos na biologia de Leishmania spp.
e no curso das Leishmanioses, muito menos ainda sobre o papel das células ndo
fagociticas ja descritas como infectadas. Células ndo fagociticas podem ser
potencialmente importantes no contexto da doenca dado que podem servir como nichos
de resisténcia a drogas e de laténcia da infec¢do, posto que, ndo sendo células imunes,
tém potencial microbicida reduzido, necessitando uma orquestracdo mais ampla do
sistema imune para eliminacéo da célula infectada e, consequentemente, do patdégeno em
seu interior. Estudar etapas iniciais de infeccdo por patégenos intracelulares e os
primeiros passos da interacdo parasito-hospedeiro pode fornecer informacgGes preciosas
sobre 0 mecanismo de invasao que antecede a amplificacdo da infec¢do e sem o qual o
parasitismo ndo se estabelece, o que se aplica notadamente ao processo de invasdo celular
pelas formas promastigotas. No entanto, e dado que a amplificacdo da infeccdo nas
leishmanioses se da pela invasdo de novas células por formas amastigotas do parasito,
acreditamos ser de grande importancia estudar também a interacdo destas formas com
células ndo fagociticas, algo totalmente negligenciado até o presente momento. Sendo
assim, neste trabalho buscamos estudar a interacdo e a capacidade invasiva de formas
amastigotas de L. amazonensis, na tentativa de desvendar o mecanismo envolvido na

invasdo celular, comparando-o com o das formas promastigotas.

Para concretizar esse trabalho, tivemos que obter e cultivar as formas amastigotas de
L. amazonensis em nosso laboratorio a partir de culturas de promastigotas (como escrito
por Sarkar et al. 2018 e cujo protocolo encontra-se em anexo), induzindo condic¢des que

se assemelham ao ambiente intracelular gerando, assim, amastigotas axénicas que
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apresentam forma arredondada e flagelo encurtado, mostrado na figura 3 B. Dispondo das
promastigotas e amastigotas axénicas, testamos a viabilidade celular dos parasitos
utilizando dois métodos distintos: o teste da eosina como corante vital e o teste do MTT
adaptado para Leishmania de Dutta et al.; 2005. Como demostrado na figura 3 D e 3 E,
comprovamos por ambos os métodos que ambas as formas cultivadas apresentaram alto
grau de viabilidade celular. Como contraprova realizamos ensaios de infeccdo destes
parasitos em macrofagos (células RAW) e cujos resultados descritos na figura 4 mostram
multiplos parasitos internalizados dentro de enormes vacuolos parasitoforos (Fig. 4 A, B
e C) caracteristicos da espécie L. amazonensis, mostrando altas taxas de infec¢éo celular
(Fig. 4 D e E). Desta forma, comprovamos tanto a viabilidade quanto a infectividade dos
parasitos antes de prosseguir com os experimentos utilizando as células ndo fagociticas
que foram o foco principal deste trabalho. Para estudar a interacdo das amastigotas com
células ndo fagociticas nds utilizamos como modelo células MEF, fibroblastos murinos
de camundongo, como descrito no nosso laboratorio e ja estudado por Cavalcante-Costa
et al. (2019) para a infeccdo por promastigotas. Nesse trabalho de 2019 foi verificado que
promastigotas de L. amazonensis invadem os fibroblastos se ligando a célula, na grande
maioria dos eventos, pelos flagelos, num processo que envolve recrutamento e exocitose
dos lisossomos das células hospedeiras. Sendo assim, buscamos repetir os resultados com
as promastigotas como controle e mostrar diferencas ou semelhancas no processo de
invasdo das amastigotas em células ndo fagociticas. Uma vez que nds ja haviamos
descrito a invasao celular pelas formas promastigotas utilizando MEFs, procedemos entdo
a avaliacdo da capacidade infectiva das formas amastigotas neste tipo celular.
Verificamos, assim, que as amastigotas produzidas in vitro eram capazes de, como as
promastigotas, invadir células ndo fagociticas (Fig. 5 e 6). Assim como ja bem descrito
por outros grupos (ANTOINE et al., 1998)(MOREHEAD; COPPENS; ANDREWS,
2002)(MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004)(YOUNG; KIMA, 2019) as
amastigotas axénicas residiam em vacuolos parasitoforos caracteristicos de Leishmania
spp. (Fig. 7) que se fundem com lisossomos na via endossdmica. Sabe-se que a
morfologia do vactolo parasitoforo de L. amazonensis difere do de outras espécies de
Leishmania, como L. major e L. donavani (WILSON et al., 2008). Enquanto amastigotas
de L. amazonensis e L. mexicana se replicam em multiplos dentro de enormes vacuolos
gue se fundem com os lisossomos, as amastigotas de L. major e L. donavani se replicam
em pequenos compartimentos contendo somente um parasito (ANTOINE et al.,
1998)(MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004)(OKUDA et al., 2016). Wilson e



53

colaboradores (2008) demostraram que grandes vacuolos sdo essenciais para a replicagédo
das amastigotas de L. amazonensis em macréfagos (NDJAMEN et al., 2010) (CANTON
et al., 2012). Curiosamente, nossos resultados mostram que a entrada de amastigotas nos
fibroblastos leva a formagdo vacuolos parasitoforos pequenos e Unicos (Fig. 7 B),
assemelhando aos encontrados para parasitos do subgénero Viannia em células
fagociticas e diferente do que vemos nos nossos experimentos quando as células
infectadas sdo os macréfagos (Fig. 4 B). Este comportamento apresentado pelas
amastigotas ap6s invadirem os fibroblastos foi o mesmo que observamos quando as
infeccdes ocorreram com promastigotas (CAVALCANTE-COSTA et al. 2019). Mesmo
vivendo nestes vacuolos atipicos o parasito consegue se estabelecer e proliferar nos
fibroblastos, o que pode sugerir que o tamanho dos vacuolos nos macréfagos decorra da
natureza imune destas células e que diferentes necessidades na interface parasito-célula

hospedeira podem levar a morfologias distintas dos vacuolos parasitoforos.

Dado que os parasitos utilizados neste trabalho sdo fluorescentes (contendo e
expressando o gene da RFP), a invasdo das amastigotas foi quantificada em tempos
diversos (Fig. 8) utilizando-se a técnica de citometria de fluxo. J& nas duas primeiras horas
de interacdo parasito-célula hospedeira verificamos consideraveis indices de infeccéo.
Assim como ja visto para as formas promastigotas, e aqui repetido, a invasdo celular
depende da viabilidade dos parasitos, dado que parasitos fixados por PFA nao foram
encontrados no interior das células (Fig. 9 e 10). Obtivemos ainda indicios fortes de que,
no modelo estudado, as formas amastigotas do parasito parecem possuir um maior grau
de infectividade do que as formas promastigotas (Fig. 10 E), o que estudaremos
posteriormente em maior detalhe. A marcacdo do citoesqueleto de F-actina das células
hospedeiras (Fig 6 A), além de ter possibilitado uma visualizacdo inequivoca dos
parasitos internalizados, mostrou que, em fases iniciais de infecgdo (em torno de 4 horas
de interacdo) varios parasitos podiam ser visualizados com o que parecia ser uma rede de
actina ao redor das amastigotas recém internalizadas. Sabe-se que o recrutamento do
citoesqueleto de F-actina € um mecanismo conhecido de invaséo por alguns parasitos.
Além de ser o grande ator em processos fagociticos, o citoesqueleto de F-actina também
pode ser manipulado por patdgenos intracelulares para invadir células ndo fagociticas,
como células epiteliais. Por exemplo, Mortara e colaboradores (1998 e 2008) analisou a
invasdo de tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi em células HelLa e observou que as

amastigotas extracelulares se agregam a microvilosidades da superficie da celula
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hospedeira levando a formacao de uma espécie de “copo” sob o parasito, o que culmina
com a invasdo celular que ocorre apds 15-30 minutos de interagdo. Em contraste, a
infecgéo por tripomastigotas parece ser dependente da mobilidade dos parasitos e envolve
a inducéo da formag&o de uma protusao rica em actina em torno do parasito, mas que néo
€, no entanto, inibida quando se inibiu a polimerizacdo da actina com a citocalasina-D.
Outros resultados mostraram que amastigotas de T. cruzi sdo potentes indutores de
fagocitose, processo que poderia facilitar a persisténcia de parasitos no hospedeiro
(FERNANDES et al., 2013). Tendo em maos os resultados obtidos na figura 8, logo
sabendo que as células eram infectadas ja na primeira hora de interacdo, decidimos avaliar
0 processo de invasdo pelas amastigotas em etapas iniciais da interacdo atentando para o
citoesqueleto. Nossos resultados de microscopia confocal mostraram uma intensa
marcagdo de F-actina ao redor de amastigotas em processo de internalizagéo (Fig. 11).
Para confirmar o papel do citoesqueleto na invasdo pelas formas amastigotas em MEF
utilizamos a droga citocalasina-D, que impede a polimerizacao dos filamentos de F-actina
da célula hospedeira, levando ao desmantelamento do citoesqueleto e a impossibilidade
de sua reorganizacéo, e verificamos que a droga impede a invasdo celular das amastigotas
nos fibroblastos (Fig. 12). Ao analisar as células tratadas ou ndo com citocalasina D e
incubadas com as formas amastigotas verificamos que no caso das células tratadas com a
droga os parasitos ficam, de fato, presos no meio extracelular (Fig. 13 e Fig. 14 A). Algo
bastante curioso € que para o caso das formas promastigotas o efeito observado é o oposto,
dado que células pré-tratadas com a citocalasina D ndo so sdo infectadas pelos parasitos
como apresentam taxas de infeccdes de até quatro vezes maiores quando comparadas com
as ndo tratadas (Fig. 14) e uma quantidade muito maior de parasitos/célula (Fig. 14 B, C
e D). Deste modo, nossos resultados sugerem fortemente que quando se trata de células
ndo fagociticas, ambas as formas evolutivas do parasito conseguem realizar a invasdo
celular, mas que esta ocorre por vias distintas a depender da forma evolutiva envolvida.
Uma vez que, em trabalho anteriores, nés demonstramos que as formas promastigotas
invadem as células hospedeiras de forma independente do citoesqueleto e dependente de
lisossomos e que neste trabalho nés demonstramos que para 0 caso das amastigotas o
citoesqueleto mostrou-se peca fundamental para invasdo celular, propusemos o modelo
de invaséo apresentado na figura 15. Independente da forma de invasdo envolvida, ambas
as formas infectantes terminam habitando tipicos vacuolos parasitéforos fusogénicos que

fundem com lisossomos na via endossdmica e habitam a regido perinuclear.
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Vaérios trabalhos relatam a presenca de amastigotas de Leishmania spp. no interior de
células ndo fagociticas sendo que tanto o processo de invasao como o papel destas células
no curso da infeccdo sdo aspectos até entdo negligenciados nos estudos desses parasitos.
Vimos neste trabalho que as amastigotas conseguem invadir, se estabelecer e se replicar
dentro de células ndo fagociticas. Considerando que as amastigotas sdo as responsaveis
pela amplificacdo da doenca, isso se torna uma descoberta importante a ser explorada e
considerada. Devido ao fato de muitas células ndo fagociticas serem células longevas e
sem capacidade microbicida estes parasitos poderiam utilizar estes tipos celulares como
esconderijo. Apesar de os macrdfagos serem as principais células encontradas infectadas
na fase crénica da doenca, ha muito se sabe que estas células podem ser infectadas por
vias indiretas, como pela fagocitose de corpos apoptoticos de células previamente
infectadas pelo parasito, mecanismo conhecido como hipé6tese do cavalo de Troia
(LASKAY; VAN ZANDBERGEN; SOLBACH, 2003). Nos momentos iniciais da
infeccdo, por exemplo, sabemos que os neutrofilos sdo as primeiras células a migrar para
o0 local da lesdo e a fagocitar o parasito, sendo que os macréfagos sdo infectados num
segundo momento, apds ingerirem corpos apoptoticos dos neutrofilos contendo
amastigotas em seus interiores (PETERS et al., 2008). Neste contexto ha de se considerar
também um possivel papel para células ndo fagociticas. Uma célula ndo fagocitica, por
exemplo, pode funcionar como refligio para o parasito, sitios de resisténcia a drogas e ao
sistema imune, sendo possivel que, mediante sua morte, e pela logica da sucessao celular
tecidual, dentro da qual macréfagos sdo encarregados da remocgdo de células mortas e
senescentes, esta acabe sendo fagocitada por macréfagos dentro dos quais o parasito

possui alta capacidade replicativa, ocasionando as lesdes caracteristicas da doenca.

Por anos, a leishmaniose foi considerada uma doenga que envolvia exclusivamente
macrofagos (NOVAIS; SCOTT, 1971) acreditando-se que a célula se rompe por
consequéncia da multiplicacdo das amastigotas com consequentemente amplificacdo da
infeccdo (BOGDAN et al., 2000b)(REAL et al., 2014), no entanto esta hipotese carece
de demonstracdo experimental. Sendo a forma evolutiva responsavel pela amplificagdo
da doenca, é correto afirmar que as amastigotas desenvolveram estratégias ndo somente
para sobreviver dentro do ambiente hostil dos macréfagos, conseguindo evitar sua
eliminacdo, mas também maneiras de infectar novas células. Neste contexto alguns
grupos descreveram mecanismos celulares que podem culminar com a liberagédo de

amastigotas no meio extracelular sem que ocorra lise da célula infectada. Rittig e Bogdan
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(2000) mostraram que pequenos vacuolos se acumulam na periferia dos fagocitos
infectados e sdo liberados durante varias horas, sendo proposto que as amastigotas sao
liberadas por um processo semelhante a exocitose, mostrando que a saida de amastigotas
de Leishmania das células independe da lise da célula hospedeira (RITTIG; BOGDAN,
2000). Outros autores propuseram que a saida das amastigotas ocorre a partir de células
hospedeiras danificadas, num processo mediado por extrusdes dos vacuolos parasitoforos
que estimulam a producgéo de citocinas inflamatdrias atraindo novos macréfagos (REAL
et al., 2014). Pouco se sabe, assim, sobre a amplificacdo da infeccdo, mas alguns
mecanismos parecem envolver a liberacdo de amastigotas no meio extracelular. Sabe-se
que as amastigotas, ao contrario das formas promastigotas, sdo extremamente
susceptiveis ao sistema do complemento, sendo assim, parece l6gico que as mesmas
tenham uma capacidade elevada de invadir células ndo fagociticas como vimos in vitro
neste trabalho e que, no contexto in vivo, isto possa ser um fator primordial para que o

parasito evada a imunidade inata, em particular o sistema do complemento.

Os patdgenos intracelulares se especializam em subverter os mecanismos celulares
em beneficio préprio. Bactérias como Shigella e Listeria, assim como o virus da Vaccinia
(FRISCHKNECHT; WAY, 2001), aproveitam-se do complexo Arp2/3, que induz a
polimerizacdo de actina, para adentrar as células (LOISEL et al., 1999)(TRAN VAN
NHIEU; SANSONETT]I, 1999). Como discutido anteriormente, vimos que as amastigotas
de T. cruzi conseguem invadir células HeLa utilizando os filamentos de actina da célula
hospedeira, os quais formam uma espécie de “copo” logo abaixo do parasito (MORTARA
et al., 2008). Neste trabalho mostramos que a invasdo das amastigotas de L. amazonensis
em células ndo fagociticas é dependente do citoesqueleto de actina, visto que, quando o
este é destruido, a infeccdo € fortemente restringida. Nossos dados também apontam para
uma intensa e localizada atividade do citoesqueleto ao redor das formas amastigotas em
etapas iniciais de invasao celular (Fig. 11), o que de alguma forma precisa ser induzido
pelo parasito. Deste modo, é possivel que as amastigotas sejam dotadas de fatores de
viruléncia diretamente envolvidos na mobiliza¢do e polimerizacdo do citoesqueleto da

célula hospedeira para fins de facilitar a invaséo celular.

Com o parasito se estabelecendo e alcancando novas células, temos como
consequéncia a amplificagdo da doenca no hospedeiro, evento complexo que envolve vias
pouco exploradas. Pouco se sabe como estes parasitos se disseminam e como ocorre

eventos como a visceralizagdo. De alguma forma, como é o caso para as espécies
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responsaveis pelas formas viscerais das leishmanioses, 0s parasitos que sdo inicialmente
inoculados na derme, alcancam 0Orgaos internos e neles estabelecem forte parasitismo.
Neste contexto é interessante pensar-se também na capacidade invasiva das amastigotas
no contexto das travessias teciduais que o parasito faz entre a derme e as visceras.
Diversos parasitos utilizam interacoes especificas para conseguir invadir e até migrar por
tecidos e conseguir evadir do sistema imune, como é o caso do Toxoplasma gondii,
Plasmodium spp., T. cruzi, aléem de algumas bactérias. Diante de todos 0s nossos
resultados, é plausivel hipotetizar que a capacidade invasiva observada neste trabalho
possa estar envolvida tanto na viagem que o parasito faz pelos diferentes tecidos do
hospedeiro, quanto entre as diferentes células do hospedeiro até que eventualmente atinja

0s macrofagos.
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Figura Suplementar 1
FACS - Estratégia de Gating e Quantificacdo da Infeccdo
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Figura Suplementar 1 : Estratégia de gating utilizada para a quantificagdo da infecgdo de MEFs por

L. amazonensis através do FACS. Figura esquematica mostrando como os dados de citometria de fluxo

foram obtidos e tratados desde sua aquisigao até a obtengdo das taxas de infecgao.
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ANEXO 1

Meio para cultivo de amastigotas axénicas de Leishmania amazonensis (100 ml)

1. Tampao Succinico
Deve-se preparar uma solucdo de 50 mM de Tampé&o Succinico, adicionando 50 ml de
Solucdo de acido succinico (0.2M), 50 ml de hidroxido de sodio (0.2M) e 200 ml de agua

deionizada, estando essa solugédo no pH de 4.5.

2. Solucéo de Hemina
Dissolver 0.125 g de hemina em 50 ml de Hidroxido de sédio (0.2M) - necessario manter

a solucéo no banho-maria a 60°C para dissolver totalmente a hemina.

Posteriormente, deve-se preparar 3 soluc@es, para que sejam filtradas em filtro de

0.22 pm e em ordem sequencial.

1. 28 ml de agua deionizada e 0.1 ml da Solu¢do de Hemina (0.2M);

2. 40 ml de Tampdo Succinato, 1% de Adenina 10 mM, 0.25g de Glicose e
0.5g de meio Trypticase (peptone);

3. 20 ml de soro fetal bovino inativado, 1% de antibiotico
Penicilina/Estreptomicina, 10 ml de meio M199 10X e 1% de L-
glutamina.

Depois de filtrado, homogeneizar e armazenar na geladeira, sendo necessario 0 meio estar
no pH 5.2.

Cultivo de amastigotas:

1. Emuma garrafa de cultura, coloque 5 ml de meio proprio para amastigotas
e acrescente 1 ml de uma cultura de promastigotas, deixar na estufa a 24°C
overnight;
2. Posteriormente, transfira a cultura para a estufa a 34°C, durante 3 a 4 dias
0 que resultard na obtengdo das amastigotas axénicas);
Os repiques das culturas de amastigotas devem ser feitos em 1:5 no meio acima descrito
e 0s parasitos mantidos a 34°C (as culturas ndo devem passar de 7 dias). Deve-se atentar
aos grumos dos parasitos, pois muitos grumos podem indicar parasitos mortos. As
culturas das amastigotas podem ser mantidas no maximo até a 10% passagem, a se
considerar o tempo de cultivo das promastigotas, e de modo a preservar altos indices de

infectividade.



