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RESUMO

As leishmanioses compdem um grupo de antropozoonoses transmitidas a seres humanos e a
outros mamiferos por vetores flebotomineos e sdo consideradas doengas tropicais
negligenciadas. Para adentrar, estabelecer a infeccdo e sobrevivéncia nas células hospedeiras,
0 parasito, perpassa por um processo que envolve o citoesqueleto de actina das células e
mecanismos de endocitose com a formacdo de endossomos iniciais e tardios/lisossomos,
marcados pela presenca de Rab5 e LAMPL, respectivamente, sendo capaz de modificar esses
mecanismos, como ja visto por alguns estudos. Além disso, 0s niveis de citocinas e 6xido
nitrico expressos pelas células sdo importantes nesse processo de estabelecimento da infeccao.
Embora os macrofagos sejam considerados células hospedeiras mais importantes durante a
infeccdo para os parasitos, os fibroblastos também podem ser células hospedeiras para
Leishmania. Nesse sentido, nosso estudo objetivou avaliar os mecanismos de endocitose de L.
amazonensis e L. braziliensis em macréfagos e fibroblastos murinos através da utilizacdo da
microscopia de varredura (para observacdo da ultraestrutura), microscopia de fluorescéncia
(observacdo dos filamentos actina, endossomos iniciais Rab5a e endossomos tardios LAMP1)
e microscopia de campo claro (contagem de parasitos aderidos) para estudar a interacao entre
as células em diferentes periodos (1h, 3h, 5h, 18h e 24h). Observamos o recrutamento de
Rab5 em macrdfagos para ambas as espécies de Leishmania desde 1 hora, em fibroblastos em
18 horas para L. amazonensis e em 24 horas para L. braziliensis. A formacgdo de vacuolos
parasitéfotos (VPs) foi observada em macréfagos com L. amazonensis a partir de 1 hora, em
macrdéfagos com L. braziliensis a partir de 3 horas. Em fibroblastos com L. braziliensis a
formacdo de VPs se deu a partir de 18 horas e se manteve em 24 horas. Houve maior nimero
de parasitos aderidos das duas espécies de Leishmania em macréfagos nos tempos de 1, 3 e 5
horas. Em fibroblastos com L. braziliensis em 1 hora, e em fibroblastos com L. amazonensis
em 24 horas. O indice de infeccdo em macréfagos para ambas as espécies foi em 1, 3 e 5
horas. O indice de infeccdo em fibroblastos foi maior em 24 horas, também para as duas
especies de Leishmania. POGde-se observar ultraestruturalmente as projecfes membranares,
como filépodios, lamelipddios e ruffles associadas ao processo de fagocitose e
macropinocitose em fibroblastos. Durante o processo de infeccdo houve a produgdo de
importantes citocinas, onde se destacam: maior producdo de IL-6 em fibroblastos com L.
braziliensis em 18 horas (potencializagdo resposta pré-inflamatdria); maior producéo de IL-
17A em macrofagos com L. braziliensis em 3 horas e também em fibroblastos com L.
braziliensis em 18 horas (associado com a progressdo da doenga e alguns processos
inflamatorios); producdo de IFN- y em macrofagos com L. amazonesis e L. braziliensis em 1
hora e TNF em macréfagos com L. braziliensis em 18 e 24 horas. Em fibroblastos com L.
braziliensis em 18 horas houve maior producdo de TNF (associado a potencializacdo da
resposta imune inflamatoéria). Em suma, conclui-se que o processo inicial de infecgdo por L.
amazonensis e L. braziliensis em células fagociticas profissionais (macréfagos) e células
residentes (fibroblastos), sdo distinstas podendo remodelar sua entrada e persisténcia nas
diferentes células hospedeiras, e que apesar de ndo ser uma célula ndo fagocitica profissional,
os fibroblastos séo potenciais hospedeiros.

Palavras-chave: Leishmanioses; ultraestrutura; endocitose; fibroblastos.



ABSTRACT

Leishmaniases make up a group of anthropozoonoses transmitted to humans and other
mammals by sandfly vectors and are considered neglected tropical diseases. To enter,
establish infection and survival in host cells, the parasite goes through a process that involves
the cells' actin cytoskeleton and endocytosis mechanisms with the formation of early and late
endosomes/lysosomes, marked by the presence of Rab5 and LAMPL, respectively, being able
to modify these mechanisms, as already seen in some studies. Furthermore, the levels of
cytokines and nitric oxide expressed by cells are important in this process of establishing
infection. Although macrophages are considered the most important host cells during
infection for parasites, fibroblasts can also be host cells for Leishmania. In this sense, our
study aimed to evaluate the mechanisms of endocytosis of L. amazonensis and L. braziliensis
in macrophages and murine fibroblasts using scanning microscopy (to observe the
ultrastructure), fluorescence microscopy (observation of actin filaments, Rab5a early
endosomes and LAMP1 late endosomes) and bright field microscopy (counting attached
parasites) to study the interaction between cells at different periods (1h, 3h, 5h, 18h and 24h).
We observed the recruitment of Rab5 in macrophages for both Leishmania species from 1
hour, in fibroblasts in 18 hours for L. amazonensis and in 24 hours for L. braziliensis. The
formation of parasitic vacules (PVs) was observed in macrophages with L. amazonensis from
1 hour onwards, in macrophages with L. braziliensis from 3 hours onwards. In fibroblasts
with L. braziliensis, the formation of VPs began after 18 hours and was maintained for 24
hours. There was a greater number of attached parasites of the two Leishmania species in
macrophages at 1, 3 and 5 hours. In fibroblasts with L. braziliensis in 1 hour, and in
fibroblasts with L. amazonensis in 24 hours. The infection index in macrophages for both
species was at 1, 3 and 5 hours. The infection rate in fibroblasts was higher at 24 hours, also
for the two Leishmania species. It was possible to ultrastructurally observe membrane
projections, such as filopodia, lamellipodia and ruffles associated with the process of
phagocytosis and macropinocytosis in fibroblasts. During the infection process, important
cytokines were produced, including: greater production of IL-6 in fibroblasts with L.
braziliensis within 18 hours (potentiating pro-inflammatory response); greater production of
IL-17A in macrophages with L. braziliensis in 3 hours and also in fibroblasts with L.
braziliensis in 18 hours (associated with disease progression and some inflammatory
processes); production of IFN-y in macrophages with L. amazonesis and L. braziliensis in 1
hour and TNF in macrophages with L. braziliensis in 18 and 24 hours. In fibroblasts with L.
braziliensis, within 18 hours there was greater production of TNF (associated with the
potentiation of the inflammatory immune response). In short, it is concluded that the initial
process of infection by L. amazonensis and L. braziliensis in professional phagocytic cells
(macrophages) and resident cells (fibroblasts) are distinct and can remodel their entry and
persistence in different host cells, and that despite despite not being a professional non-
phagocytic cell, fibroblasts are potential hosts.

Palavras-chave: Leishmaniasis; ultrastructure; endocytosis; fibroblasts.
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1. INTRODUCAO
1.1  ASPECTOS GERAIS SOBRE A LEISHMANIOSE

As leishmanioses compdem um grupo de doencgas infecto-parasitarias transmitidas a
seres humanos e a outros mamiferos por insetos vetores pertencentes a familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae, comumente conhecido como flebotomineo (Maroli et al., 2013);
ao redor do mundo esté entre as principais doencas tropicais negligenciadas em termos de
mortalidade e morbidade. Na Amazo6nia hd um extenso numero de focos de leishmaniose e
uma diversidade de reservatorios de mamiferos, além de variadas espécies de vetores devido a

riqueza e abundancia do ambiente (Alvar et al., 2012).

Segundo a organizacdo mundial da saude, em 2018, 92 paises ou territérios foram
considerados endémicos para Leishmaniose Cuténea e 83 paises para Leishmaniose Visceral
respectivamente. Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas sob
risco de infeccdo e estima-se que 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de novos

casos de LC ocorram anualmente no mundo (Who, 2023).

Nos paises Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird, Iraque, Libia, Paquistdo,
Republica Arabe Siria e Tunisia ocorreram mais de 87% dos casos de LC em 2019. Ja em
2020, foram registrados 16.056 casos de LC apenas no Brasil (Figura 1) (WHO, 2023).

Countries reporting
imported CL cases, 2020

Beazi - 281

Number of new CL cases, 2020 —,
B 0 cases reported K
3 <100

M Bl 100-999 1 No autochthonous cases reportad

Ygn ' EE 1000-4599 B Nodata

Bl =so00 [C] Not appicable

Figura 1 — Status de endemicidade da leishmaniose cutanea no mundo, 2020. Fonte: World
Health Organization - WHO, 2023.
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Atualmente, existem 18 espécies diferentes de Leishmania descritas como patogénicas
para humanos (Akhoundi et al., 2016; Espinosa et al., 2016). Embora as diferentes espécies
de Leishmania sejam morfologicamente muito semelhantes, elas causam duas principais
formas clinicas: a Leishmaniose Visceral (LV) e a Leishmaniose Tegumentar (LT)
(Steverding et al., 2017).

A LV ¢ a forma mais grave da doenca podendo ocasionar a morte se ndo tratada e
consiste em uma infeccdo generalizada acometendo baco, figado, medula 6ssea e linfonodos
(Who, 2020), as quais dependem da espécie do parasito. Dessa forma, algumas espécies sao
responsaveis por causar lesbes que dependem da interacdo com perfil imunogenético do
hospedeiro configurando os diferentes aspectos clinicos da doenga (Pires et al., 2012; Muxel
etal., 2018).

A LT é subdivida em diferentes formas clinicas, que sdo determinadas pela
caracteristica do parasito, do hospedeiro e da biologia do vetor, sdo elas: a. Leishmaniose
Cutanea Localizada (LCL), b. Leishmaniose Cutanea Difusa Anérgica (LCDA), c.
Leishmaniose Cutanea Disseminada (LD) e d. Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (Akhoundi
etal., 2016; Burza et al., 2018).

A LCL gera uma resposta imune do hospedeiro que se caracteriza por uma resposta
do tipo celular mais modulada, com predominéancia de citocinas do tipo Th1l, como IFN-gama,
TNF-alfa e IL-12, havendo a presenca de lesfes Unicas ou em pequenas quantidades na pele,
representadas por ulceragdes, geralmente indolores, com bordas delimitadas e elevadas, com
fundo granuloso e avermelhado. A LCL pode ser causada por todas as espécies de Leishmania

que causam as formas tegumentares e sua cura tende a ser espontanea (Brasil, 2017).

A LCDA, por outro lado, se caracteriza por gerar uma resposta imune maior do
hospedeiro de um polo celular de hiposensibilidade, com uma maior tendéncia a resposta do
tipo Th2, com a expressdo de niveis mais elevados de IL-4 e menores niveis de INF-gama. Os
parasitos do subgénero Leishmania sdo os causadores dessa forma anérgica, especialmente a
especie L (L.) amazonensis no Brasil. Este perfil € caracterizado pela ocorréncia de lesdes
nodulares disseminadas por todo o corpo, com a presenca de infiltrado na pele, em que
numerosos nédulos, papulas, tubérculos e placas infiltradas podem surgir, predominando nas

extremidades do corpo e que raramente se tornam ulceradas (Silveira et al., 2004).
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O perfil apresentado pela LD é caracterizado pela diminui¢do de resposta CD4 Thl
periférica, que permite a disseminacdo do parasito. Suas manifestagcdes clinicas apresentam
mais de 10 lesbes cutaneas polimorficas distribuidas, onde aparecem em mais que duas partes
ndo proximas do corpo, envolvendo, freqiientemente, a mucosa nasal. Essas lesGes podem ser
acneiformes, nddulos, papulas inflamatorias, e Ulceras, com raros casos de lesdes vegetativas
e verrucosas. O acometimento da mucosa nasal, a ocorréncia de inflamacéo superficial sem
ulceracdo é comum. Nas Américas, a especie L. (V.) braziliensis é a responsavel por causar a

maioria dos casos de LD documentados (Machado et al., 2019).

Na LMC as citocinas do tipo I, como IFN-gama e TNF-alfa sdo produzidas em niveis
mais elevados que na LCL, desse modo, a inflamacéo gerada é considerada descontrolada e
exacerbada (Strazzulla et al., 2013). Os sintomas ocorrentes desta forma sdo: obstrucao nasal,
epistaxe, rinorreia e prurido nasal, e em alguns casos, podem ocorrer manifestacdes mais
severas como ulceracdo, infiltragdo e perfuracdo nasal, além de deformidade nasal. A mucosa
oral e o palato também podem ser afetados (Guerra et al., 2011; Muvdi-Arenas e Ovalle-
Bracho, 2019). A principal espécie envolvida na LMC é a Leishmania (Viannia) braziliensis
nas Leishmanioses do Novo Mundo, contudo, as espécies L. (L.) amazonensis, L (V.)
panamensis e L (V.) guyanensis também podem causar a forma mucosa (Goto e Lindoso,
2012).

Tendo em vista, 0 amplo espectro clinico da Leishmaniose, é possivel observa-lo
como um dos potenciais problemas de salde publica no mundo e estd comumente relacionada
a pobreza e as precéarias condi¢cdes de moradia (Okwor e Uzonna, 2016). Sabe-se que existem
tratamentos para essas doencas, porém, sdo baseados em quimioterapicos que apresentam
elevado custo, efeitos adversos significativos e que tem apresentado resisténcia (Taslimi et al.,
2016). Por essa razdo, as Leishmanioses com suas manifestacdes dermatolégicas necessitam
de atencdo por parte da satde publica devido aos elevados indices de internac6es por infeccédo
e Obitos, sendo de suma importancia mais estudos voltados a compreensdo da patogenia
dessas doengas para que melhores estratégias de controle e combate possam ser postas em

pratica.
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1.2  BIOLOGIA DO PARASITO

1.2.1 Classificacao

Aproximadamente, 53 espécies do género Leishmania ja foram descritas, sendo
reconhecidas 31 espécies capazes de infectar mamiferos e 20 espécies que podem causar
patologias em humanos (Akhoundi et al., 2016). Os parasitos flagelados que causam as
Leishmanioses pertencem ao género Leishmania (Herrera et al., 2020), que pertence ao filo
Euglenozoa, familia Trypanosomatidae e ordem Kinetoplastida (Mauricio, 2018).

Os importantes subgéneros do género Leishmania com énfase para a medicina sdo
Leishmania e Viannia, pois possuem essa capacidade de infectar humanos. As espécies que
compdem o subgénero Leishmania causam a Leishmaniose Visceral (LV) tendo como agentes
etioldgicos Leishmania (Leishmania) infantum chagasi e L. (L.) donovani e a Leishmaniose
Cuténea (LC) tendo como agentes etioldgicos Leishmania (L.) infantum chagasi, L. (L.)
aethiopica, L. (L.) major, L. (L.) tropica, L. (L.) mexicana, L. (L.) venezuelensis e L. (L.)
amazonensis. Compondo o subgénero Viannia, as espécies estdo presentes nas Américas
tropicais e subtropicais e podem causar LC e LMC, como Leishmania (Viannia) braziliensis,
L. (V.) guyanensis, L. (V.) panamensis e L. (V.) peruviana e as espécies L. (V.) lainsoni, L.
(V.) lindenbergi, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi causadoras apenas de LC (Akhoundi et al.,
2016; Ceccarelli et al., 2020).

1.2.2 Morfologia

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatorio digenético, apresentando um ciclo
de vida heteroxénico, envolvendo duas formas evolutivas: promastigota, forma alongada com
flagelo externalizado, encontrada dentro do inseto vetor e amastigota, forma arredondada e
possui o flagelo internalizado, sdo formas de resisténcia encontradas em varios tipos celulares,
e principalmente nas suas células alvo, os macrdfagos em hospedeiros vertebrados

(mamiferos) (revisado por Teixeira et al., 2013; Novo et al., 2016).

A forma evolutiva promastigota encontrada no trato intestinal do vetor, com tamanho
de 5-15 um de comprimento, é a forma flagelada e movel, emergindo da porgédo anterior do
corpo do parasito (Figura 2B e 2D), que através de um complexo processo de
desenvolvimento, torna-se infectante. A forma evolutiva amastigota vive no interior de células
fagociticas mononucleares (principalmente macréfagos) em compartimentos com pH &cido,

denominados vacuolos parasitoforos, que apresentam tamanho de 2,5-5,0 um de didmetro,
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formato esférico ou oval e sdo imdveis (Figura 2A e 2C) (Anversa et al., 2017; Kelly et al.,
2020).

Apesar de suas diferencas, ambas as formas possuem arquitetura celular conservada,
contendo em seu interior um nucleo, que anteriormente a este, esta localizado o cinetoplasto
(massa de DNA mitocondrial condensada, ligada ao corpo basal onde se estende o flagelo),
além de apresentarem aparelho de Golgi e mitocondria, a bolsa flagelar presente, corresponde
a uma invaginacdo da membrana celular, sendo o local de realizacdo de endocitose e
exocitose (Figura 2A e 2B) (Sunter e Gull, 2017).
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Figura 2 - Principais formas de Leishmania spp. Representacdo esquematica
estrutural: (A) forma amastigota e (B) Forma promastigota. Adaptado de
Texeira et al., 2013. (C e D) Imagem a partir de Microscopia Eletrénica de
Varredura (C) forma amastigota e (D) forma promastigota. Adaptado a partir da
revisdo de Holanda et al., 20109.



15

1.2.3 Ciclo de Vida

O ciclo da Leishmania alterna entre os meios extracelular (promastigotas) nos vetores,
presentes em diferentes espéecies de flebotomineos que pertencem ao género Lutzomyia,
conhecidos popularmente como mosquito palha, cangalha, birigui, tatuquira e intracelular
(amastigotas) em macrdfagos do hospedeiro mamifero (Secundino et al., 2011; Kohl et al.,
2018).

No vetor, o ciclo tem inicio quando o vetor flebotomineo, no momento do repasto
sanguineo, ingere macrofagos infectados com amastigotas. Devido o aumento do pH e
diminuicdo de temperatura os parasitos diferenciam-se em promastigotas prociclicas. Por fim,
0S parasitos se mantém no trato digestivo do flebotomineo fémea onde passam por um
processo denominado metaciclogénese e originam promastigotas metaciclicas, que possuem
capacidade de infectar células de hospedeiros mamiferos. Os parasitos, entdo, se acumulam na
porcdo anterior do trato digestivo do vetor e durante o repasto sanguineo, sdo inoculados na
derme do hospedeiro por regurgitacdo (revisado por Lievin-Le Moal & Loiseau, 2015; Séguin
e Descoteaux, 2016).

Na regido da inoculagédo do parasito no hospedeiro, ocorre, inicialmente, a inducdo do
infiltrado de neutrdfilos e o rapido recrutamento de macrdfagos, assim as promastigotas
metaciclicas sdo fagocitadas por macrofagos, mas também por outros tipos celulares, como
celulas de Langerhans e fibroblastos. Os parasitos se aderem as células do hospedeiro por
meio de diversas moléculas expressas na sua superficie, como por exemplo, o
lipofosfoglicano (LPG) e, em seguida, sdo internalizados pelos fagocitos e se diferenciam em
amastigotas, as quais se multiplicam intensamente e rompem a membrana da célula
hospedeira, liberando os parasitos no tecido, podendo invadir novas células ou serem
ingeridas por novos vetores durante o repasto sanguineo (Figura 3) (revisado por Teixeira et
al., 2013).
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Figura 3- Ciclo evolutivo da Leishmania. Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control
and Prevention - CDC, 2023.

1.3 PASSOS INICIAIS DA INFECCAO

1.3.1 Exposicdo do parasito ao microambiente da pele

Para que ocorra o0 sucesso da infeccdo, tanto no hospedeiro vertebrado quanto no
invertebrado, o protozodario Leishmania necessita de diversas moléculas indispensaveis para
que este seja capaz de atravessar as barreiras que dificultam o processo de infec¢gdo, como a
pele, no hospedeiro mamifero, ou enzimas digestivas, no hospedeiro invertebrado. No
momento da inoculacdo do parasito na derme do hospedeiro, a promastigota é exposta ao
microambiente da pele, o qual é composto principalmente por proteinas estruturais
organizadas em uma rede fibrilar, denominada de matriz extracelular (MEC). Uma vez
exposta, a promastigota é capaz de migrar pela MEC danificada e interagir com as moléculas
presentes neste microambiente, tais como fibronectina, laminina e colageno I, até alcangar as

células de defesa (revisado por De Menezes et al., 2016).



17

A Leishmania é capaz de produzir proteases capazes de destruir tanto proteinas da
MEC quanto as barreiras da derme para que haja a propagacéo da infeccdo até o alcance da
célula alvo (Chang, et al., 2002). A interacdo de moléculas do parasito com proteinas da MEC
pode ser importante para patogénese da infecgdo (Lira et al., 1997). A interacdo do parasito
com componentes da MEC pode estar envolvida com a sobrevivéncia intracelular da
Leishmania, como sugerido por um estudo que verificou que a degradacdo de proteinas da
MEC, como fibronectina por Leishmania spp. através de proteases, pode desestabilizar essa
estrutura propiciando a dispersdo dos parasitos e os fragmentos da proteina gerados podem
afetar o estado de ativacdo de macréfagos infectados, contribuindo assim, para a

sobrevivéncia intracelular do protozoario (Kulkarni et al., 2008).

Outro estudo demonstrou que a presenca de outros tipos de metaloproteinases (MMP)
presentes durante a infeccdo, podem intensificar a migracdo celular, tornando possivel o
desenvolvimento de formas clinicas como leishmaniose mucocuténea e leishmaniose cutanea
difusa devido a alteracdo da migracdo de células infectadas (Maretti-Mira et al., 2010).
Contudo, pouco se sabe sobre o processo inicial de interacdo do protozoario Leishmania e a
MEC do hospedeiro, uma vez que o foco dos estudos descritos na literatura descreve,
principalmente, as alteracbes amplas da MEC durante infecgOes experimentais. (Silva-
Almeida et al., 2012).

1.3.2 Interacdo parasito - macrofagos

Os macroéfagos sdo um dos principais fagocitos do sistema imunoldgico e apresentam
diferentes fungdes como: fagocitose de células apoptéticas e patdgenos, atuam tanto na
resposta imunoldgica inata quanto adaptativa. Os macrofagos sdo considerados células
fagociticas profissionais, e o processo de fagocitose deste com a Leishmania é bem
amplamente abordado na literatura (Classen et al., 2009; Abbas et al., 2011; Muraille et al.,
2014).

Durante o processo de infeccdo, os macrofagos sdo as principais células-alvo do
parasito e por serem fagdcitos profissionais do sistema imunolégico, a interacdo Leishmania-
hospedeiro, pode acarretar diferentes respostas imunologicas, por exemplo, macréfagos
polarizados para M1, expressam diferentes citocinas e quimiocinas, como IL-6, IL-12, TNF-a,
IL-1B, CXCL9, CXCL10, liberam NO e promovem uma resposta do tipo Thl, ocorrendo
possivel eliminacdo do patégeno intracelular, controlando a infec¢do. Enquanto, macréfagos

polarizados para M2, liberam IL-10 e TGF-f, associadas com resposta imunossupressora,
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suprimem Th1l e promovem a resposta Th2, relacionada a sobrevivéncia do parasito no
interior do macréfago resultando na progressao da doenca (revisado por Reza et al., 2019;
Tomiotto-Pellissier et al., 2018).

Em ceélulas fagociticas profissionais, como 0s macrofagos, os endossomos formados
logo ap6s a internalizagcdo do parasito se fundem com o compartimento endossomal inicial
adquirindo proteinas como Rab5 e EEA1 (Antigeno Endossomal Inicial 1). Posteriormente,
esse vacuolo perde tais marcadores e se fundem com o compartimento endossomal tardio
recebendo marcadores de lisossomos e endossomos tardios, como LAMP-1 (proteina de
membrana associada a lisossomos) e proteases lisossomais, Rab7 e ATPase vacuolar (Courret
et al., 2002; Alberts et al., 2010). Os compartimentos de endossomos tém participagcdo no
sistema imune, pois € o local onde alguns patégenos sdo destruidos por meio da fusdo
fagolisossomal. Entretanto, a Leishmania spp. tem a capacidade de subverter esse processo
(Matheoud et al., 2013).

1.3.3 Interacédo parasito - fibroblastos

Como mencionado, outras células sdo importantes para a infeccdo, tais como, 0s
fibroblastos, que fazem parte do tecido conjuntivo, de origem mesenquimal, capazes de
manter a homeostase da MEC em condi¢bes normais, realizando o deposito de colageno e
fibras elasticas, estando também envolvidos no processo de cicatrizacdo tecidual (revisado por
Zhi-Qiang et al., 2019). A morfologia dessa célula é caracterizada por um citoplasma
abundante, muitos prolongamentos, nucleo grande e ovdide, cromatina fina e nucléolo

proeminente (Figura 4) (Jungueira e Carneiro, 2008; Albert et al., 2010).

Apesar de ndo serem células fagociticas profissionais, os fibroblastos parecem
desempenhar um papel importante na infeccdo por Leishmania, podendo estar associada a
uma forma de supressdo da doenca, resultando em um ambiente mais favoravel que o0s
macrofagos aos parasitos, permitindo que as amastigotas persistam no hospedeiro (Haldar et
al., 2020).
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Figura 4 - Desenho esquematico de fibroblastos ativos (a esquerda) e fibroblastos quiescentes
(a direita). Fibroblastos ativos sdo aqueles que produzem macromoléculas, sdo maiores e com
mais projeces citoplasmaticas do que os fibrocitos. Fonte: Junqueira e Carneiro, 2008.

Um estudo sugeriu que uma baixa propor¢do das células mais abundantes da
epiderme, os queratindcitos, internalizava o0s parasitos e que eram incapazes de sustentar a
replicacdo destes em seu interior (Scorza et al., 2017). Em contrapartida, os fibroblastos,
células abundantes da derme, sdo capazes ndo sO de internalizar as promastigotas
metaciclicas, como também de abrigar a Leishmania conseguindo assumir a forma amastigota
e se replicar em seu interior, como proposto por um estudo com fibroblastos embrionarios de
camundongos em interagdo com L. amazonensis, apds 24 horas de infec¢do (Cavalcante-Costa
etal., 2019).
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Em outro estudo sobre a interacdo entre fibroblastos embrionéarios primarios de
camundongos e L. major, é sugerido que a maioria das celulas foi infectada apos 12 horas de
incubacdo, ocorrendo também o rearranjo do citoesqueleto de actina nas células infectadas e
na infecgdo por L. major moléculas envolvidas na sinalizagdo dos fibroblastos séo moduladas,
em que a gp63 do parasito parece regular proteinas sinalizadoras (Hallé et al., 2009).

Entretanto, pouco se sabe sobre como ocorre a interacdo entre células ndo fagociticas e
0 protozoario Leishmania durante a infeccdo e de que forma o microambiente no interior
destas células contribuem para manutencédo do parasito e/ou a progressdo da infeccdo. Assim
como os macrofagos, os fibroblastos parecem ter um potencial como hospedeiro do parasito,

pois estdo préximos aos locais onde o parasito inicia o processo inflamatorio.

1.4  ESTABELECIMENTO DA INFECCAO NAS CELULAS HOSPEDEIRAS

1.4.1 Mecanismos de Endocitose

O mecanismo de endocitose € um processo celular pelo qual, as células internalizam
macromoléculas, proteinas de superficie, substancias particuladas presentes no meio
extracelular do material circundante a partir do surgimento, para o interior da célula. A
membrana plasmatica sofre uma alteracdo, resultando na formacdo de uma vesicula
endocitica. Apds a internalizacdo de moléculas na vesicula, estas sdo transportadas por uma
série de compartimentos tabulo-vesiculares pleiomorficos, genericamente denominados

endossomos, participando, assim, da via endocitica (Ziello et al., 2010).

Este processo é fundamental e envolve a captacdo de nutrientes da membrana lipidica,
controle de receptores de superficie celular, sinalizacdo, polarizacdo, mitose e migracdo
celular, e entrega de drogas. Sendo também utilizados por patégenos, que exploram as vias
endociticas, para mediar sua entrada nas células (Doherty e McMahon, 2009; Hinze e
Boucrot, 2018).
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Tendo em vista as diferentes vias endociticas, o tipo de material contido no interior
vesicular e os processos de internalizacdo, pode-se determinar duas grandes categorias de
endocitose: fagocitose (internalizacdo de grandes particulas) e pinocitose. A pinocitose
engloba quatro mecanismos bésicos: |- macropinocitose, - endocitose dependente de
clatrina, 111- endocitose dependente de cavéola e IV- endocitose independente de clatrina e
cavéola (Figura 5) (Kornilova et al., 2014; Khan e Steeg, 2021).

Endocitose
independente
clatrina e
caveola

Endocitose
Macropinocitose Endocitose mediada por
mediada por. caveola
clatrina

FAGOGIIOSE PINOGITOSE

Figura 5- Vias endociticas nas células de mamiferos. Fonte: Rubem, 2017.

A via endocitica da fagocitose se caracteriza por ser dependente de actina, na qual
ocorre a internalizacdo de particulas iguais ou maiores a 0,5 um de diametro por células
fagociticas profissionais, como o0s macréfagos, neutrdfilos, células dentriticas, em
compartimentos provenientes de invaginacdes da membrana plasmaética, dando origem a
largos vactolos, denominada fagossomos. Esses fagossomos passardo por um processo de
transformacao através de uma cascata de eventos orquestrada de fusdo e fissdo que culminara
na sua degradacéo (Levin et al., 2015; Walpole e Gristein, 2020).
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A via endocitica da pinocitose € um mecanismo em que séo internalizados particulas
ou fluidos, havendo a dobra da membrana para o interior da célula, em forma de uma pequena
invaginacdo (Hartenstein e Martinez, 2020). Na macropinocitose, as vesiculas formadas
podem ter de 0,2 um a 10 um de didmetro e formadas de maneira espontanea ou através da
formacédo dos ruffles (Swanson, 2008). Os ruffles sdo protusdes de membrana plasmaética de
células moveis, que formam grandes dobras que se assemelham a cortinas, sendo formadas a
partir da polimerizacdo de uma rede de filamentos de actina (Ridley, 1994). Essas protusdes
podem se apresentar como filopddios, que possuem formato semelhante a bastonetes, ou
como lamelipddios, que apresentam forma fina e achatada (Figura 6) (Mylvaganam et al.,
2018).

Dentro do processo de endocitose, as proteinas Rab, pequenas GTPases, localizadas
em compartimentos especificos da via endocitica e exocitica sdo capazes de regular as
diferentes etapas de transporte vesicular intracelular. Dessa forma, a Rab5 é a proteina
associada ao endossomo inicial, regulando os primeiros passos da endocitose a partir da
membrana plasmatica para os endossomas iniciais e & responsavel pela maturacdo dos
endossomos, controlando a selecdo de proteina-carga desses compartimentos, regulando a
motilidade e fusdo dos endossomos e recrutando moléculas necessarias. O endossomo inicial
passa, entdo, por um processo de transicdo para endossomo tardio, sendo esse mecanismo

marcado pela “perda” do Rab5 e obtengdo de Rab7 (Poteryaev et al., 2010).

Nesse processo de maturacdo acompanhado de uma progressiva acidificacdo, o
endossomo tardio, entdo, ird se fundir com lisossomos altamente acidos, havendo a aquisicao
de hidrolases lisossomais e glicoproteinas como o LAMP1 (Podinovskaia e Spang, 2018),
sendo o LAMP1 (proteina de membrana associada a lisossomos do tipo 1) constituinte da
membrana do lisossomo (Chen et al., 1985).
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Lamelipodios Filopodios

Figura 6- Representacdo esquematica da formacdo de lamelipddios e filopddios emitidos
pela célula, em maior parte direcionado por polarizacdo dos filamentos de actina (linhas
vermelhas) Fonte: Adaptado de Matilla e Lappalainen, 2008.

1.4.2 Sobrevivéncia da Leishmania em células hospedeiras

A sobrevivéncia da Leishmania dentro dos macréfagos depende de sua resisténcia as
condicdes adversas criadas pelo fagocito (alteracdo de pH, temperatura e estresse oxidativo).
O parasito de Leishmania é capaz de modificar o ambiente hostil do fagolisossomo para
garantir sua adaptacdo e sobrevivéncia, através da utilizacdo de estratégias de evasdo, que
podem envolver a modulacdo de fatores relacionados ao processo de maturacdo do fagossomo
e fusdo com lisossomos. Dessa forma, para escapar do ambiente hostil do fagossoma, as
promastigotas promovem o atraso da fusdo do fagossomo e o lisossoma, retardando ou
inibindo a maturacdo endosomal como observado pela expressao tardia de Rab7 e LAMP-1
(Olivier et al., 2005; Podinovskaia e Descouteaux, 2015).

A Leishmania amazonensis, para diminuir o efeito leishmanicida do éxido nitrico
(NO), regula a proteina LYST (Lysossomal Trafficing regulator) nas células dos mamiferos,
tendo como resultado a formacéo de grandes vacuolos parasitoforos (VP) (Wilson et al.,
2008). Em outra analise de infecgdo por L. donovani em macrofagos humanos, foi observado
que apos 24 horas de infecgdo, ocorreu o recrutamento da Rab5a, uma isoforma de Rab5, para
os VPs, de forma que o parasito pudesse residir em compartimentos endociticos iniciais, bem
como houve também a capacidade de inibicdo, em macréfagos infectados, de sua atividade
proteolitica lisossomal (Verma et al., 2017).
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A inibicdo da maturacdo fagossomal e/ou atraso na fusdo do fagossomo com
lisossomo parece ser outra estratégia utilizada por parasitos de Leishmania para garantir sua
sobrevivéncia intracelular (Desjardins e Descoteaux, 1997; Spath et al., 2003; Gaur et al.,
2009). Em infecgBes por L. donovani em macrdfagos J774, a expressdo da molécula LPG esta
associada a prevencdo da fusdo do fagossomo com endossomo e maturagdo fagolisossomal, e
as promastigotas que expressam essa molécula estariam contidas em compartimentos que nao
apresentaram LAMPL1 (Desjardins e Descoteaux, 1997). Porém, a relacdo entre o LPG e a
inibicdo da transformagdo fagolisossomal em infeccbes por L. donovani em macrofagos J774,
em outro estudo, observou que a espécie ndo foi capaz de recrutar Rab7 mas obteve LAMP1

com baixa cinética (Scianimanico et al., 1999).

Os mecanismos de sobrevivéncia de Leishmania spp. nos fibroblastos sdo pouco
descritos. Embora os macréfagos sejam considerados como as células hospedeiras mais
importantes durante a infeccdo para os parasitos, outros tipos celulares mostraram ser capazes
de endocitar esses protozoarios in vitro ou in vivo. Desse modo, os fibroblastos podem
representar uma célula hospedeira importante no que diz respeito as recidivas da
Leishmaniose. Apesar de estar bem definido que o sistema imune seja um dos principais
responsaveis pela resolucdo da lesdo causada pela infeccdo por Leishmania, ndo estd bem
claro como tais mecanismos permitem que 0s parasitas sobrevivam de forma latente no
organismo (Bogdan et al., 2000; Scott et al., 2016).

Em um estudo, foi observado que ocorria a invasdo de promastigotas de Leishmania
amazonensis em fibroblastos dermais de cultura primaria, sugerindo a participacdo do
receptor de manose-fucose na invasdo do parasito como ocorre em macrofagos, podendo
haver a possibilidade de outros receptores estarem cooperando durante a infeccdo (Hespanhol
et al., 2005).

Contudo, o processo de invasdo inicial do parasito em fibroblastos ndo estd bem
elucidado fazendo-se necessarios mais estudos que descrevam o processo inicial de interacdo

do parasito com estas células que ndo sdo fagocitos profissionais.
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2. JUSTIFICATIVA
As LC e LV representam um sério problema de salde publica em 98 paises e trés
territrios nos cinco continentes onde a doenca pode ser encontrada. Segundo a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), ocorrem mais de 220.000 casos de LC e 58.000 casos de LV por
ano (Who, 2012). No Brasil, LC e LV séo generalizados e podem ser encontrados ndo apenas
em areas rurais, mas também, em &reas urbanas, principalmente devido ao desmatamento e

novos assentamentos (Alvar, 2012).

Dentre as espécies que causam a LC, a Leishmania amazonensis € responsavel por
parte consideravel dos casos do Brasil, nas regides norte e nordeste, sendo uma das principais
espécies que causam todas as formas cutaneas, destacando a forma aneérgica difusa da doenca
forma mais grave (revisado por Valdivia et al., 2017; Silveira, 2019). A Leishmania
braziliensis, por sua vez, é a espécie mais prevalente no Brasil (revisado por Brito et al.,
2018), responsavel por causar, além das formas tegumentares citadas anteriormente, a forma

clinica mais grave, a leishmaniose mucocutanea (revisado Silva et al., 2018; Silveira, 2019).

Portanto, estudos tem buscado compreender o processo inicial de invasdao da
Leishmania no hospedeiro. O processo de entrada do parasito em macrofagos é bem descrito
(Rodriguez et al., 2006; Kumar et al. 2019), bem como o seu estabelecimento intracelular.
Um estudo analisou a maturacdo fagossomal por diferentes cepas de L. braziliensis em
macrofagos murinos derivados de medula 6ssea e verificaram que o LAMP-1 foi recrutado
aos fagossomos de modo variavel entre as cepas utilizadas no estudo, sugerindo que a

modulacdo da biogénese fagolisossomal pode variar entre cepas (Vieira et al., 2019).

Apesar dos macrofagos serem a principal célula hospedeira para esse protozoario, na
infeccdo inicial, e devido os fibroblastos se apresentarem nas proximidades do local de
inoculacdo da Leishmania, podem representar possiveis alvos do parasito, além de
contribuirem para sua disseminacdo (Hespanhol et al., 2005). Entretanto, poucos sdo 0s
estudos que visam compreender o processo de invasdo da Leishmania em células nédo
fagociticas profissionais. Um estudo recente, utilizando Leishmania amazonensis e
fibroblastos como modelo para analise, avaliou 0os mecanismos de entrada, a persisténcia e
replicacdo do parasito nessas células. Os autores observaram que a L. amazonensis em
fibroblastos, tal como ocorre em macréfagos, € capaz ndo s6 de sobreviver, como de se
diferenciar em amastigota e se replicar em vacuolos fagolisossomais (Cavalcante-Costa et al.,
2019).
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Desse modo, apesar de descritos na literatura, principalmente no que diz respeito aos
macrofagos, torna-se importante acrescentar informacdes acerca do processo inicial de
infeccdo por Leishmania sp., sobretudo no processo de infeccdo com fibroblastos, pois,
diversas questdes ainda necessitam ser esclarecidas como: 1. As proteinas endossomais
descritas na interacdo parasito-macréfago estdo presentes na interagdo parasito-fibroblasto? 2.
Em que momento ha a formacdo do vacuolo parasitoforo em fibroblastos comparados aos
macrofagos? 3. Como o parasito sobrevive no interior das células fagociticas néo

profissionais?

Diante destas incognitas, buscamos contribuir para melhor compreensdo sobre o
processo de endocitose dos parasitos nos diferentes tipos celulares (macréfagos e
fibroblastos), a fim de desvendar e comparar de que forma o parasito sobrevive no interior
destas células corroborando para ampliacdo do conhecimento no que diz respeito as recidivas
da doenga, avaliando os mecanismos de endocitose inicial e tardio de Leishmania
amazonensis e Leishmania braziliensis, e se ambas as espécies, sdo capazes de modificar o
processo de invasdo em macrdfagos e fibroblastos murinos de forma diferente. Portanto, este
estudo torna-se importante para compreender o comportamento das promastigotas de
Leishmania sp. na presenca destas duas células, visando determinar seus papeis durante o
processo de infeccdo das duas espécies de Leishmania (Leishmania amazonesis e Leishmania

braziliensis) causadoras de diferentes formas clinicas.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBIJETIVO GERAL

Avaliar os mecanismos de endocitose de Leishmania amazonensis e Leishmania

braziliensis em macrdfagos e fibroblastos murinos.

3.1.1 Objetivos especificos

a) Determinar o indice de infeccdo de Leishmania sp. em macrdfagos e fibroblastos
murinos;

b) Determinar o tempo de formacdo de endossoma inicial e tardio durante infeccdo por
Leishmania sp. em macrofagos e fibroblastos murinos;

c) Demonstrar os tipos de projecdes de membrana compostos por filamentos de actina
em macrofagos e fibroblastos murinos durante infecgéo por Leishmania sp.;

d) Analisar ultraestruturalmente o padrdo de formacdo de pseuddpodes durante o
processo de interacdo parasito-macrofago e parasito-fibroblasto.

e) Quantificar a producdo de éxido nitrico produzidos por macrofagos e fibroblastos
murinos durante infeccdo por Leishmania sp.;

f) Quantificar e demonstrar o perfil de citocinas produzidos por macréfagos e
fibroblastos murinos durante infeccéo por Leishmania sp.;

) Determinar se ambas as espécies de Leishmania, sdo capazes de modificar o processo
de invasdo em macrofagos e fibroblastos murinos;

h) Determinar o tempo para a formagdo do vacuolo parasitéforo em macréfagos e

fibroblastos murinos infectados por Leishmania sp. por diferentes microscopias;
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4, MATERIAL E METODOS
4.1 ASPECTOSETICOS

Por se tratar de um estudo experimental que envolve a utilizagdo de linhagens
celulares e ndo utilizar amostras humanas ou animais de laboratério, o projeto ndo precisou

ser submetido aos respectivos comités de ética em pesquisa.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

CULTIVO: MACROFAGOS,
FIBROBLASTOS E LEISHMANIA sp.

GRUPO EXPERIMENTAL 1 GRUPO EXPERIMENTAL 2

Fibroblastos + Fibroblastos + Macrofagos + Macrofagos +
. . . : Controle . . . i
Leishmania Leishmania - Leishmania Leishmania
; T Fibroblastos i oy .
amazonesis braziliensis amazinesis braziliensis

Controle
Macrofagos

Microscopia de Microscopia de
Varredura Fluorescéncia

Dosagem de citocinas,
quimiocinas e 6xido
nitrico

indice de infecgdo
tipo celular por Anlise da fagocitose

Figura 7- Delineamento experimental dos métodos que foram desenvolvidos durante o
projeto.
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43  CULTIVO, MANUTENCAO E UTILIZACAO DO PARASITO

As formas promastigotas de Leishmania (Leishmania)  amazonensis
(MHOM/BR/26361) e Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/M17323) foram
obtidas em meio NNN provenientes do Programa de Leishmanioses do Instituto Evandro
Chagas do Laboratério de Leishmanioses "Prof. Dr. Ralph Lainson e gentilmente cedidas pelo
pequisador Fernando Silveira. Os parasitos foram mantidos em meio RPMI 1640 (Roswell
Park Memorial Institute), suplementado com soro bovino fetal (SBF) em estufa 27°C. O

repique dos parasitos foi realizado a cada 7 dias de cultivo.

4.4 CULTIVO DE MACROFAGOS RAW 246.7 E FIBROBLASTOS 3T3

Os macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram gentilmente cedidos pelo Banco de
Células do Laboratorio de Citogenomica e Mutagenese Ambiental (SEAMB) e os fibroblastos
murinos da linhagem BALB/c 3T3, clone A31, provenientes do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ:0047). Ambas as células foram cultivadas em garrafas contendo meio de
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de SBF até atingir
aproximadamente 80% de confluéncia. A partir de entdo, os macrofagos foram lavados com
solucdo fosfato-salina (PBS) estéril e submetidos a acdo da tripsina para que fossem
desprendidos da superficie da garrafa de cultura. Foram adicionados 0,05% de tripsina-
EDTA, sendo incubados em estufa com atmosfera de 5 % de CO, a 37 °C por no maximo 3
minutos. Uma nova solu¢cdo com meio DMEM suplementado com 10% de SBF foi adicionada
para neutralizar a acdo da tripsina, o conteudo da garrafa foi transferido para tubo e
centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi, entdo, desprezado e as células
sedimentadas ressuspensas em PBS estéril como etapa de lavagem, sendo novamente
centrifugadas sob as mesmas condi¢des anteriormente citadas. Posteriormente, foi desprezado
0 sobrenadante e as células ressuspensas em DMEM, sendo, em seguida, contadas em camera

de Neubauer e sua concentrago ajustada para 1x10° células/poco.
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Figura 8- Representacdo esquematica do processo metodologico do cultivo das
células hospedeiras.

4.5 PROCESSO DE INTERACAO ENTRE PARASITOS E CELULAS HOSPEDEIRAS

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis foram
utilizadas na fase estacionaria de crescimento. Primeiramente, o conteddo da garrafa de
parasito foi centrifugado na temperatura de 27°C a 1500 rpm durante 5 minutos. Em seguida o
sobrenadante foi descartado, o pellet ressuspendido em DMEM e, entdo, contado em Camara
de Neubauer. Apés o cultivo de macréfagos e fibroblastos (1x10° células/mL) sob laminulas,
foram posteriormente, infectadas com 1x10° parasitos/mL e subdividos em 6 grupos, cada um
em triplicata: Fib- grupo controle contendo apenas fibroblastos; Fib/La- grupo infectado com
L. amazonensis; Fib/Lb- grupo infectado com L. braziliensis; MO- grupo controle contendo
apenas macrofagos; MO/La- grupo infectado com L. amazonensis; MO/Lb- grupo infectado
com L. braziliensis. Foram avaliados os tempos de 1h, 3h, 5h, 18h e 24h (Brigida, 2023.)
para observacdo dos processos iniciais de interagdo entre fibroblastos e Leishmania sp. e
macrofagos e Leishmania sp. Apos cada tempo, as células foram fixadas e processadas para as

diferentes microscopias.

46  ANALISES DO PROCESSO DE FORMACAO DE ENDOSSOMA INICIAL E

TARDIO POR MICROSCOPIO CONFOCAL

Para andlise do processo de formacdo do endossoma inicial e tardio, as células foram
fixadas com 3% de formaldeido durante 1 hora, e posteriormente lavadas com PBS. Em
seguida, permeabilizadas com PBS-BSA a 3% por 20 minutos, e houve o bloqueio de seus
sitios aldeidicos com cloreto de aménio a 50 mM por 40 minutos. Em seguida, um novo
blogueio com soro de cabra 10% foi realizado durante 1h, e as células, posteriormente,
incubadas com o anticorpo primario rabbit anti-Rab5a (endossoma inicial) e outro grupo com
rabbit anti-LAMP1 (endossoma tardio), overnight, em cdmara Umida a 4°C. ApOs esse
periodo, as células foram lavadas com PBS-BSA (tampdo fosfasto com albumina bovina
sérica — 1 e 3% e Tween). Em seguida, incubadas com anticorpo secundario goat anti-rabbit
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conjugados com Alexa 488nm por 1 hora e lavadas novamente. Posteriormente, as células
foram incubadas com faloidina na concentracdo de 1:100 durante 10 min, para marcacao dos
filamentos de actina presentes no citoesqueleto celular e seus ndcleos marcados com 4°, 6-
diamidino-2-fenilindole (DAPI) na concentracdo de 1:100 durante 15 min, sob abrigo da luz,
e por fim, o experimento foi visualizado em microscopio confocal Leica SP8. As imagens e
analises foram realizadas utilizando o software Leica Application Suite X do Laboratério de

Microscopia Eletrénica do Instituto Evandro Chagas.

4.7 DETERMINACAO DO INDICE DE ADESAO E INFECCAO

Para determinar o indice de adesdo e infeccdo foram realizadas contagens de 100
células (para cada tipo celular) em campos aleatérios das laminas marcadas por
imunofluorescéncia e foi aplicada a formula para determinacdo dos indices de adeséo (onde se
considerou os parasitos aderidos a membrana dos diferentes tipos celulares) e infeccdo
(considerando os parasitos internalizados nos diferentes tipos celulares) de acordo com
Elcicek et al. (2013). Para a andlise foram feitas as contagens por microscopia de
fluorescéncia, posterior andlise e comparacdo entre os respectivos grupos utilizando a

seguinte férmula:

Indice de adesdo/ infeccdo (II) = % celulas aderidas/ infectadas x media dos parasitos

N° de células aderidas/ infectadas

48  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para MEV, os macrofagos e fibroblastos cultivados em laminulas, infectados e
mantidos nos diferentes tempos pds-infeccdo informados anteriormente, foram fixados com
2,5% de gluraldeido, 4% de formaldeido, em tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2, e pds-
fixados em 1% de tetréxido de ésmio e 0,8% de ferrocianeto de potassio, seguido da
desidratacdo em solugdo com concentracdo crescente de etanol (Merck). As amostras foram
secas pelo método do ponto critico usando CO; e cobertas com uma fina camada de ouro. As
células, entdo, foram analisadas no Microscopio de Varredura MIRA3 TESCAN do Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG-MCT]I).
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4.9 DOSAGEM DE CITOCINAS E OXIDO NITRICO
A dosagem das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, INF-y, TNF, IL-17A, IL-10 foi realizada a
partir de sobrenadante dos cultivos celulares, apés 1h, 3h, 5h, 18h e 24h de interacdo e do
grupo controle ndo infectado, utilizando-se o kit BD Cytometric bead assay — Cytokine kit
(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17. A obtencdo dos dados ocorreu por meio do Citbmetro de Fluxo
FACSCanto I, através do software FACSDiva (BD Biosciences, USA) e os dados foram
analisados utilizando FCAP Array 3.0. Os resultados foram expressos em pg/mL calculados a

partir da curva padrdo.

A determinacdo indireta da producdo de 6xido nitrico foi realizada a partir da dosagem
de nitrito, utilizando sobrenadante dos cultivos celulares, apds os tempos de interacdo
supracitados. Foi utilizado o Griess Reagent Kit for Nitrite Determination (ThermoFisher)
seguindo instrucbes do fabricante e a leitura realizada em espectrofotémetro (550-570nm). A

concentragéo de nitrito foi expressa em uM de acordo com a curva padrdo estabelecida.

410 ANALISE ESTATISTICA

Para todos os testes foram realizados trés experimentos independentes em triplicata.
Os dados foram analisados no GraphPad Prism 7, utilizando o teste estatistico t-Student, com
nivel alfa de 95%, e sendo considerada diferenca estatisticamente significativa quando o valor

de p fosse menor que 0,05 (p < 0,05).



33

5. RESULTADOS

5.1  ANALISES DO PROCESSO DE FORMACAO DE ENDOSSOMA INICIAL POR
MICROSCOPIO CONFOCAL

As interacOes entre as duas espécies de Leishmania com macrofagos e fibroblastos
foram analisadas nos cinco tempos determinados pelo estudo (1, 3, 5, 18 e 24 horas) para
avaliacdo da formagdo dos filamentos de actina, extensfes da membrana plamatica presentes
no citoesqueleto celular através da marcacdo com faloidina e a presenca do marcador
endossomal inicial (Rab5).

Em macroéfagos infectados com L. amazonensis — MO/La (Figura 9 B) e macrofagos
infectados com L. braziliensis — MO/Lb (Figura 9 C), no tempo mais inicial do estudo, 1 hora,
foram observadas as células espraiadas com prolongamentos finos de membrana,
denominadas filopddios (Figura 9 B e C — seta verde) e com parasitos englobados por actina
formando uma estrutura que se assemelha a uma cortina denonimada ruflles (Figura9 Be C —
seta branca), presente nas fases iniciais da endocitose. A presenca de Rab5 foi vista ao redor
das duas espécies de Leishmania (Figura 9 B e C — seta amarela) proximas as células
hospedeiras. Ainda, neste mesmo intervalo de tempo, em fibroblastos infectados com La —
Fib/La (Figura 9 E) e fibroblastos infectados com Lb — Fib/Lb (Figura 9 F) assim como nos
macréfagos, o Rab5 se manteve concentrado ao redor dos parasitos (Figura 9 E e F — seta
amarela), mas também com uma sutil marcacdo distribuida pelo citoplasma da célula no

grupo infectado com La (Figura 9 E — seta amarela).
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MO 1H

FIB 1H

M Rab5a M Actina M Dapi

Figura 9 - Marcagéo por imunofluorescéncia para endossomo inicial - Rab5a: Tempo de
1 hora de interacdo entre macrofagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL - Macro6fagos
sem infeccdo. (B) MO/La — Macro6fagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb — Macréfagos com
L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infec¢do. (E) Fib/La — Fibroblastos com L.
amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de 10um. Setas verdes=
filopddios; Setas amarelas = marcacgdo intensa do Rab5; Setas brancas = ruflles; Setas rosa=
lamelipodios.
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Nos periodos de infeccdo de 3 e 5 horas (Figura 10) entre MO e as espécies de
Leishmania foi possivel observar um aumento da intensidade na marcacdo do Rab5
concentrada ao redor dos parasitos (Figura 10 B, C, H e I), bem como, a extensdo das
projecdes membranares formando lamelipddios em 3 horas (Figura 10 B e C — setas rosas),
filopddios (Figura 10 B, C, H e | - setas verde) e ruflles (Figura 10 B, C, H e | - setas
brancas). Na interacdo entre Fib e os parasitos, em 3 e 5 horas, é possivel notar também o
aumento na intensidade da marcacdo do Rab5 ao redor dos parasitos que estdo em contato
com o citoesqueleto celular (Figura 10 E, F, K e L — setas amarelas) bem como projecdes de
membrana — ruflles, englobando o parasito no grupo infectado com La em 3 horas de

interacdo (Figura 10 E — seta branca).
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MO 3H

FIB 3H

MO 5H

FIB 5H

M Rab5a M Actina M Dapi

Figura 10 - Marcacao por imunofluorescéncia para endossomo inicial - Rab5a: Tempos
de 3 e 5 horas de interagdo entre macrofagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL -
Macrofagos sem infeccdo. (B) MO/La — Macréfagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb —
Macrofagos com L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infec¢do. (E) Fib/La —
Fibroblastos com L. amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de
10um. Setas verdes= filopodios; Setas amarelas = marcacédo intensa do Rab5; Setas brancas =
ruflles; Setas rosa= lamelipddios.
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Ap0s 18 horas de infeccdo, de modo geral foi possivel observar o inicio da diminuicéo
da intensidade na marcacdo com Rab5. Porém, mais intensa em MO/La (Figura 11 B — setas
amarelas) do que em MO/Lb (Figura 11 C). Em Fib, no mesmo periodo, nota-se também a
diminuicdo do Rab5 (Figura 11 E e F), seguindo o mesmo padrdo do que em macréfagos, com
maior intensidade em Fib/La (Figura 11 E — seta amarela) e menor intensidade em Fib/Lb
(Figura 11 F — seta amarela).

J& no tempo de 24 horas, MO/Lb apresentaram menores prolongamentos de membrana
celular (Figura 11 H e 1). Porém, houve uma marcagdo menos intensa de Rab5 comparada ao
tempo de 18 horas, mas também sutilmente dispersa pelo citoplasma (Figura 11 H e | — setas
amarelas). Por outro lado, em Fib no periodo de 24 horas, houve a marcacdo do Rab5 de
maneira mais concentrada e ao redor de L. braziliensis comparado ao periodo de 18 horas e
néo disperso pelo citoplasma celular como em MO (Figura 11 L — setas amarelas).
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MO 18H

FIB 18H

MO 24H

FIB 24H

M Rab5a M Actina M Dapi

Figura 11 - Marcacdo por imunofluorescéncia para endossomo inicial - Rab5a: Tempos
de 18 e 24 horas de interagdo entre macrofagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL -
Macrofagos sem infeccdo. (B) MO/La — Macréfagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb —
Macréfagos com L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infec¢do. (E) Fib/La —
Fibroblastos com L. amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de
10um. Setas verdes= filopodios; Setas amarelas = marcacéao intensa do Rab5; Setas brancas =
ruflles; Setas rosa= lamelipddios; Asteriscos = Leishmania (E).
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5.2  ANALISES DO PROCESSO DE FORMACAO DE ENDOSSOMA TARDIO POR
MICROSCOPIO CONFOCAL

A presenca do marcador endossomal tardio (Lampl) em MO sem infeccdo e
infectados com La e Lb, no tempo de 1 hora, foi observada de forma intensa e distribuida pelo
citoplasma da célula, ao redor do nucleo e em sua periferia (Figura 12 A, B e C). Em MO/La,
obervam-se estruturas em forma de filopddios (Figura 12 B — seta verde) e parasitos
aparentemente dentro da célula (Figura 12 B — setas laranja) e em MO/Lb, observamos ruflles
envolvendo os parasitos (Figura 12 C — setas brancas). Neste tempo também foi possivel
observar a presenca intensa do Lamp1 distribuida de forma homogénea no citoplasma de Fib
sem infeccdo, infectados com La e infectados com Lb (Figura 12 D, E e F), além de projecdes

membranares mais discretas (Figura 12 E e F).

MO 1H

FIB 1H

BMLamp B Actina B Dapi

Figura 12 - Marcacéo por imunofluorescéncia para endossomo tardio — Lampl: Tempo
de 1 hora de interacdo entre macréfagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL -
Macréfagos sem infeccdo. (B) MO/La — Macrofagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb —
Macréfagos com L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infec¢do. (E) Fib/La —
Fibroblastos com L. amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de
10um. Setas verdes= filopddios; Setas brancas = ruflles; Setas rosa= lamelipddios.
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Apo6s 3 horas de infeccdo, as protrusdes de membrana em forma de filopddios,
lamelipodios e ruflles sdo facilmente observadas em MO/La e com parasitos no interior das
células, sendo possivel obervar a infeccdo através da formacéo de vaculos parasitoéforos (VPS)
(Figura 13 B — setas amarelas), em MO/Lb, observa-se parasitos englobados por actina
formando uma estrutura que se assemelha a um copo endocitico (Figura 13 C — seta laranja)
também presente nas fases iniciais da endocitose, VPs bem delimitados também s&o
observados (Figura 13 C - setas amarelas). Em Fib, neste tempo ndo é possivel verificar a
formacdo de VPs, mas a presenca do Lampl é intensa e distribuida pelo citoplasma celular
(Figura 13 E e F), bem como projecdes discretas do citoesqueleto.

Apdbs 5h, a presenca do Lampl permanece intensa em todos 0S grupos, com as
projecdes mais acentuadas e pontuais nos VPs de MO/La (Figura 13 H - setas amarelas). Por
outro lado, em MO/Lb observam-se mdltiplos e aparentemente VVPs maiores (Figura 13 | -
setas amarelas). Ap6s 5h de infeccdo por La em Fib se observa intenso espraiamento e
prolongamento da membrana em forma de filopodios e ruflles (Figura 13 K — setas brancas e
verdes) corroborando com os resultados que serdo vistos para varredura para esta espécie no
mesmo tempo (Figura 18 C), sendo possivel perceber essas projecdes na regido de contato
com o parasito, assim como também em Fib/Lb (Figura 13 L - setas brancas).
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MO 3H

FIB 3H

MO 5H

FIB 5H

BLamp M Actina B Dapi

Figura 13 - Marcagdo por imunofluorescéncia para endossomo tardio — Lampl: Tempos
de 3 e 5 horas de interacdo entre macrofagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL -
Macrofagos sem infeccdo. (B) MO/La — Macréfagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb —
Macrofagos com L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infec¢do. (E) Fib/La —
Fibroblastos com L. amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de
10um. Setas verdes= filopodios; Setas brancas = ruflles; Setas amarelas= vaculos
parasitéforos.
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Apesar da marcacdo para o Lampl se manter intensa e distribuida pelo citoplasma,
apos 18 horas de infecgdo, hd uma diminuicdo de VPs em MOJ/Lb (Figura 14 C — seta
amarela) comparado aos tempos anteriores, 3 e 5 horas. Em contrapartida, os VPs parecem
surgir a partir deste momento em Fib/Lb (Figura 14 F - setas amarelas).

No ultimo periodo de infeccdo, 24 horas, enquanto a presenca de VVPs parece diminuir
para MO/Lb (Figura 14 | — seta amarela), em MO/La aparecem multiplos e maiores VPs
(Figura 14 H — seta amarela). Em Fib/La h& uma sutil reducéo na intensidade da marcagéo do
Lampl (Figura 14 K), entretanto, os VPs permanecem bem delimitados em Fib/Lb (Figura 14

L - seta amarela).
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MO 18H

FIB 18H

MO 24H

FIB 24H

BMLamp B Actina B Dapi

Figura 14 - Marcacéao por imunofluorescéncia para endossomo tardio — Lampl: Tempo
de 18 e 24 horas de interagdo entre macrofagos/fibroblastos e Leishmania. (A) CTL -
Macrofagos sem infeccdo. (B) MO/La — Macréfagos com L. amazonensis. (C) MO/Lb —
Macrofagos com L. braziliensis. (D) CTL - Fibroblastos sem infeccdo. (E) Fib/La —
Fibroblastos com L. amazonensis. (F) Fib/Lb — Fibroblastos com L. braziliensis. Barra de
10um. Setas verdes= filopddios; Setas brancas = ruflles; Setas rosa= lamelipodios; Setas
amarelas= vaculos parasitéforos.
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5.2  DETERMINACAO DO INDICE DE ADESAO E INFECCAO

Foi realizada a contagem por imunofluorescéncia de parasitos aderidos em todos 0s
tempos de interacdo estipulados pelo estudo. A contagem de L. amazonensis aderidas em
macrofagos (MO/La) e fibroblastos (Fib/La) apresentou diferenga estatistica significativa nos
tempos de 1h, 18h e 24h configurando um ndmero maior de parasitos aderidos em
fibroblastos comparados aos macrofagos, e nos macrofagos, o numero de parasitos aderidos

diminui ao longo do tempo (Figura 15 A).

Na quantificacdo de L. braziliensis aderidos em macrofagos (MO/Lb) e em
fibroblastos (Fib/Lb) houve diferenca estatistica significativa nos tempos de 1h e 18h,
resultando também em um maior nimero de parasitos aderidos em fibroblastos do que em
macrofagos. Ao longo do tempo, observou-se a diminuicdo do indice de adesdo tanto para
MO/Lb quanto para Fib/Lb (Figura 15 C).

Na comparac¢do do indice de adesdo entre as espécies de Leishmania em fibroblastos
(Fib/La e Fib/Lb), houve diferenca estatistica no tempo de 1 hora, indicando L. braziliensis
com um maior indice de adesdo do que L. amazonesis no tempo inicial. Porém, ao longo o
tempo este indice diminui (Figura 15 G). Em macrdfagos, de forma significativa, os indices
de adesdo nos tempos de interacao se assemelham diminuindo ao longo do tempo para ambas
as espécies (MO/La e MO/LDb) (Figura 15 E).

Assim como realizado para o indice de adesdo, foi realizada a contagem por
imunofluorescéncia de parasitos internalizados, gerando o indice de infec¢do, em todos 0s
tempos de interacdo estipulados pelo estudo. A contagem de L. amazonensis internalizados
por macrofagos (MO/La) e fibroblastos (Fib/La) apresentou diferenca estatistica significativa
nos tempos de 1h e 3h demonstrando um nimero maior de parasitos internalizados por
macréfagos do que em fibroblastos, por outro lado, ao longo do tempo ha um aumento de
parasitos internalizados por fibroblastos (Figura 15 B).

Para as células infectadas com L. braziliensis nota-se diferenca estatistica também para
os tempos de 1h e 3h, apresentando maior indice de infeccdo em macrofagos, comparados aos
fibroblastos, e ao longo dos tempos estipulados ha um aumento de fibroblastos infectados por
Lb (Figura 15 D).

O indice de infeccdo de fibroblastos com as espécies de Leishmania demonstram uma

progressao similar ao longo dos periodos, havendo diferenca estatistica entre ambas as
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espécies (Fib/La e Fib/Lb), resultando em um maior indice de infecgdo em 24 horas. (Figura
15 H).

Em macrofagos infectados com L. braziliensis (MO/Lb), o indice de infeccdo parece
ser maior em 1 hora, comparado com L. amazonensis (MO/La), mesmo havendo uma

disparidade entre as espécies, ndo houve diferenca estatistica significativa (Figura 15 F).
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Figura 15 — Indice de ades&o e infeccdo em macrofagos/fibroblastos infectados por 1, 3, 5,
18 e 24 horas de interagdo. (A) Indice de adesdo — I. A. — comparando MO/La e Fib/La. (C) I.
A. comparando MO/Lb e Fib/Lb. (E) I. A. comparando MO/La e MO/Lb. (G) I. A.
comparando Fib/La e Fib/Lb. (B) indice de infeccdo — I. I. — comparando MO/La e Fib/La.
(D) I. 1. comparando MO/Lb e Fib/Lb. (F) I. I. comparando MO/La e MO/Lb. (H) I. I.
comparando Fib/La e Fib/Lb. Teste-t usado para analise estatistica, *p<0,05.
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53  MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As interacBes nos diferentes periodos entre as espécies de Leishmania e os diferentes
tipos celulares foram analisadas por Microscopio Eletronico de Varredura, a fim de avaliar a

formacéo das extensfes membranares.

Em 1 hora de interacdo, foi possivel observar um acumulo de parasitos aderidos as
células hospedeiras, assim como o espraiamento e a formacdo de protrusdes da membrana
denominadas lamelipédios em MO e Fib infectados com La (Figura 16 A e C - setas verdes),
observou-se também a formacédo de extensdes em forma de filopodios (Figura 16 A, B, Ce D
- setas vermelhas). O parasito L. amazonensis parece ter uma preferéncia de adesdo através de
seu flagelo tanto em MO quanto em Fib (Figira 16 A e C — setas amarelas). Enquanto L.
braziliensis, de modo geral, mas ndo se restringindo, parece ter preferéncia de adesdo atraves
do corpo celular (Figura 16 B e D — setas amarelas) a membrana da célula hospedeira que por

sua vez estende uma larga projecdo em volta de Lb (Figura 16 B — seta branca).

Em 3 horas, varios parasitos permanecem aderidos as células hospedeiras, os parasitos
de L. amazonesis pelos flagelos (Figura 17 A e C — seta amarela) e L. braziliensis em sua
maioria pelo corpo celular (Figura 17 B e D — setas amarelas) como descrito anteriormente no
tempo de 1 hora. Além disso, notam-se as proje¢des em formas de filopodios, sobretudo, em

fibroblastos infectados com ambos os parasitos (Figura 17 C e D — setas vermelhas).

Curiosamente, os padrdes de adesdo do parasito em 5 horas (Figura 18) de interacdo
permanecem parecidos comparados aos demais tempos, entretanto, com um menor nimero de
parasitos aderidos as membranas da celulas hopedeiras. Em 18 horas, observaram-se
parasitos ainda aderidos a membrana, porem, com uma morfologia diferente, aparentemnte
com a membrana de MO sobreposta aos parasitos (Figura 19 A e B — setas amarelas). Em
fibroblastos, La esta aderida pelo flagelo com ruflles se estendendo pelo parasito (Figura 19 C
— seta amarela) e Lb, diferentemente do contexto geral, também esta aderida pelo flagelo

(Figura 19 D — seta amarela).

No ultimo periodo do estudo, 24 horas, nota-se a diminuicdo significativa de
parasitos em torno, ou aderida as células hospedeiras. Nota-se também um numero grande de
filopddios no corpo celular de fibroblastos (Figura 20 C e D — setas vermelhas) e ruflles
préximo ao corpo celular de L. amazonesis na regido de contato (Figura 20 C — seta branca) e

ruflles parecendo envolver o flagelo de L. braziliensis (Figura 20 D — seta branca).
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SEM HV: 15.0 kV WD: 9.50 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.40 mm MIRA3 TESCAN

View field: 28.7 ym Det: SE 5 pm View field: 23.7 ym Det: SE 5um
SEM MAG: 9.63 kx  Date(m/dly): 01/16/23 MPEG - LME SEM MAG: 11.7 kx  Date(m/dly): 01/16/23 MPEG - LME
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View field: 40.2 ym Det: SE 10 pm View fleld: 20.3 ym Det: SE 5 pym
SEM MAG: 6.89 kx  Date(m/dly): 02/22/23 MPEG - LME SEM MAG: 13.6 kx  Date(m/dly): 02/22/23 MPEG - LME

Figura 16- Andlise ultraestrutural apés 1 hora de interacdo de macrofagos ou
fibroblastos e Leishmania. (A) MO/La. (B) MO/Lb. (C) Fib/La. (D) Fib/Lb. Setas brancas =
emissdo de protusGes da membrana em forma de ruflles; Setas vermelhas = adesédo celular na
membrana espraiada — filopodios; Setas verdes = adesdo celular na membrana espraiada —
lamelipddios; Setas amarelas = adesdo do parasito a célula hospedeira. Barra 5um (A-B-D).
Barra 10um (C).
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SEM HV: 15.0 kV WD: 9.35 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.16 mm | MIRA3 TESCAN

View field: 31.5 pm Det: SE 10 ym View field: 39.3 ym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 8.79 kx  Date(m/dly): 01/16/23 MPEG - LME SEM MAG: 7.05 kx  Date(m/dly): 01/16/23 MPEG - LME

FIB 3H

&S,
SEM HV: 15.0 kV WD: 9.94 mm | | MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.91 mm | | MIRA3 TESCAN

View field: 32.3 ym Det: SE 10 pm View fleld: 42.1 ym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 8.58 kx  Date(m/dly): 02/22/23 MPEG - LME SEM MAG: 6.58 kx  Date(m/dly): 02/22/23 MPEG - LME

Figura 17 - Andlise ultraestrutural apds3 horas de interacdo de macréfagos/fibroblastos
e Leishmania. (A) MO/La. (B) MO/Lb. (C) Fib/La. (D) Fib/Lb. Setas brancas = ruflles; Setas
vermelhas = adesdo celular na membrana espraiada — filopodios; Setas verdes = adesdo
celular na membrana espraiada — lamelipodios; Setas amarelas = adesdo do parasito a célula
hospedeira. Barra 10pum.
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MO 5H

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.66 mm MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.53 mm MIRA3 TESCAN

View field: 23.8 ym Det: SE 5 pm View field: 34.0 ym Det: SE 10 ym
SEM MAG: 11.6 kx  Date(m/dly): 01/23/23 MPEG - LME SEM MAG: 8.13 kx  Date(m/dly): 01/23/23 MPEG - LME

FIB 5H

SEM HV: 15.0 kV WD: 9.53 mm | MIRA3 TESCAN SEM HV: 15.0 kV WD: 9.53 mm |

View field: 28.2 ym Det: SE 5 pm View field: 37.7 pm Det: SE 10 pm
SEM MAG: 9.82 kx  Date(m/dly): 01/23/23 MPEG - LME SEM MAG: 7.34 kx  Date(m/dly): 01/23/23 MPEG - LME

Figura 18 - Analise ultraestrutural de 5 horas de interacdo de macrofagos/fibroblastos e
Leishmania. (A) MO/La. (B) MO/Lb. (C) Fib/La. (D) Fib/Lb. Setas brancas = ruflles; Setas
vermelhas = adesdo celular na membrana espraiada — filopodios; Setas verdes = adesdo
celular na membrana espraiada — lamelipddios; Setas amarelas = adesdo do parasito a célula
hospedeira. Barra 5um (A-B-D). Barra 5um (A-C). Barra 10um (B-D).
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View field: 15.7 pm Det: SE 5 pm View field: 14.3 pm Det: SE 2 ym
MPEG - LME SEM MAG: 19.4 kx  Date(m/dly): 11/25/122 MPEG - LME
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Figura 19 - Andlise ultraestrutural ap6sl8 horas de interagdo de macrofagos ou
fibroblastos e Leishmania. (A) MO/La. (B) MO/Lb. (C) Fib/La. (D) Fib/Lb. Setas brancas =
ruflles; Setas vermelhas = filopddios; Setas verdes = lamelipddios; Setas amarelas = adesdo
do parasito a célula hospedeira. Barra 5um (A-C-D). Barra 2um (B).
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SEM HV: 15.0 kV WD: 9.92 mm | MIRA3 TESCAN
View field: 9.96 ym Det: SE 2 um
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Figura 20 - Analise ultraestrutural apds 24 horas de interacdo de macrofagos ou
fibroblastos e Leishmania. (A) MO/La. (B) MO/Lb. (C) Fib/La. (D) Fib/Lb. Setas brancas =
ruflles; Setas vermelhas = adesdo celular na membrana espraiada — filopddios; Setas amarelas
= adeséo do parasito a célula hospedeira. Barra 2um (A-B). Barra 5um (C-D).
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5.4  DOSAGEM DE CITOCINAS E OXIDO NITRICO
A partir dos sobrenadantes obtidos ap6s os periodos de interagdo, dosamos as citocinas
que estdo envolvidas no processo inflamatorio, que por sua vez, geram uma resposta

imunoldgica.

Desse modo, dosamos as citocinas IL-17A, TNF, IFN- vy, IL-6, IL-10, IL-4 e IL-2e a
producdo de NO. Observamos que houve producéo de IL-17A, em macrofagos, esta projecao
se mostrou homogénea entre os grupos infectados ao longo dos tempos. Entretanto, com
aumento significativo no periodo de 3 horas entre MO sem infeccdo e MO infectados com L.
braziliensis. (Figura 21 A). Em contrapartida, em fibroblastos, a producdo desta interleucina
pareceu aumentar a partir de 5 horas de infeccdo, havendo uma queda para Fib com L.
amazonensis e aumentando ainda mais em Fib com L. braziliensis em 18 horas, conferindo

diferenca estatistica significativa entre as especies neste periodo (Figura 21 B).

A producdo de TNF, em macréfagos, mostrou-se alta nos tempos de 3 e 5 horas,
havendo uma diminuicdo a partir de 18 horas, promovendo diferenca estatistica entre L.
amazonensis e L. braziliensis, e depois em 24 horas, com diferenca estatistica entre as
espécies de Leishmania, e entre MO sem infec¢do comparado a MO/Lb (Figura 21 C). Em
fibroblastos, 0 aumento se deu a partir de 5 horas, atingindo um limite maximo em 18 horas e
diminuindo apds 24 horas, com diferenca estatistica entre Fib/La e Fib/Lb apenas no periodo
de 18 horas. (Figura 21 D).

Na dosagem de IFN-y em macréfagos, houve diferenca significativa entre espécies no
tempo mais inicial de interacdo, 1 hora, MO com L. amazonensis teve maior producao do que
MO com L. braziliensis (Figura 21 E). Em fibroblastos com L. amazonensis perece ter maior
producdo em 3 e 5 horas, comparada a fibroblastos sem infeccdo e fibroblastos com L.
braziliensis, porém ndo houve diferenca estatistica significativa (Figura 21 F).

Em macrofagos, houve a produgcdo homogénea de IL-6, em todos os grupos, sem
diferenga estatistica (Figura 21 G). Por outro lado, em fibroblastos infecatdos com L.
braziliensis hd um aumento signifitivo na producdo de IL-6 em 18 horas, havendo diferenca
estatistica entre Fib/La e Fib/Lb, e, Fib sem infeccéo e Fib/Lb (Figura 21 H).

A producdo de IL-10, IL-2, IL-4 e nitrito também foram dosadas, no entanto, ndo

houve diferenca estatistica significativa (dados ndo mostrados).
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Figura 21 - Dosagem de citocinas nos tempos de 1, 3, 5, 18 e 24 horas de interagdo. (A)
dosagem de IL-17A para os grupos MO, MO/La e MO/Lb. (B) IL-17A para os grupos Fib,
Fib/La e Fib/Lb. (C) TNF para MO, MO/La e MO/Lb. (D) TNF para Fib, Fib/La e Fib/Lb. (E)
IFN- y para MO, MO/La e MO/Lb. (F) IFN-y para Fib, Fib/La e Fib/Lb. (G) IL-6 para MO,
MO/La e MO/Lb. (H) IL-6 para Fib, Fib/La e Fib/Lb. Teste-t usado para andlise estatistica,
*p<0,05.
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6. DISCUSSAO

Na analise do estudo examinamos a interacdo entre macrofagos, fibroblastos e L.
amazonensis e L. braziliensis na forma promastigota, incluindo a adesdo e endocitose de
parasitos e a formacao de vacuolos parasitéforos nos tempos iniciais do processo de interacéo.
A maioria dos estudos sobre a entrada de parasitos em macrofagos se refere aos multiplos
sistemas de receptores-ligantes envolvidos na ligacdo e internalizacdo de promastigotas e
amastigotas (Alexander e Russell, 1992; Guy e Belosevic, 1993; Love et al., 1993; Peters et
al., 1995) e apenas alguns relatos examinaram os eventos fagociticos (Chang, 1983; Rittig et
al., 1998), sobretudo em fibroblastos.

Por outro lado, ao comparar a infeccdo por L. amazonensis e L. braziliensis em células
fagociticas profissionais — macréfagos e ndo profissionais — fibroblastos observamos algumas
semelhancas. Um estudo sugeriu que o receptor de manose participava da entrada da L.
amazonensis em fibroblastos, eles demonstraram por fluorescéncia e microscopia eletrénica
de transmissdo a imunolocalizacdo do receptor de manose durante a interacdo com o parasito,

nesse sentido, o Rab5, tendo seu papel no trafego endossomal (Hespanhol et al., 2005).

Nos grupos de macréfagos infectados, houve o recrutamento do Rab5 para as duas
espécies de Leishmania, porém a maior expressividade se deu em macréfagos infectados com
L. amazonensis do que em L. braziliensis desde o periodo inicial, 1 hora. No processo de
endocitose de macrofagos infectados com L. donovani hd o recrutamento de Rab5 para a
formacdo de vaculos parasitéforos, onde os parasitos sdo capazes de residir nestes
compartimentos (Verma et al.,, 2017). Desse modo, sugerindo que o Rab5 poderia estar
participando da endocitose de L. amazonensis e L. braziliensis através da formacdo dos
endossomos iniciais, em que L. amazonensis parece induzir maior recrutamento do que L.

braziliensis.

Nos grupos de fibroblastos infectados, houve a participagdo da actina no processo de
entrada dos parasitos e a formagdo de endossomo incial em fibroblastos com L. amazonensis
em 18 horas e em fibroblastos com L. braziliensis em 24 horas, sendo a marcacdo mais
expressiva de Rab5 em fibroblastos com L. braziliensis também em 24 horas. Corroborando
com um estudo, que observou que a marcacdo do Rab5 em fibroblastos diferiu entre as
espécies nos tempos de 5 horas para L. amazonensis e 18 horas para L. braziliensis (Queiroz
Filho ,2018). Sugerindo-se que a infec¢do em fibroblastos, assim como em macrofagos, pode

adotar comportamentos diferentes dependendo da espécie de Leishmania envolvida.
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Houve a concentracdo pontual do Rab5 ao redor das duas espécies de Leishmania
utilizadas nos tempos deste estudo, podendo ser devido ao fato do anticorpo ser policlonal e

essa proteina ser conservada em ceélulas eucarioticas (Rastogi et al., 2016).

A sobrevivéncia da Leishmania dentro dos macrofagos depende da resisténcia as
condicBes adversas criadas pelo fagécito. Apos a fagocitose, as promastigotas de Leishmania
sdo internalizadas em fagossomas, onde elas se diferenciam em amastigotas e para escapar do
ambiente hostil do fagossoma, as promastigotas promovem o atraso da fusdo do fagossomo e
o0 lisossoma, retardando ou inibindo a maturacdo endosomal como observado pela expressdo
tardia de Rab7 e LAMP-1 (Olivier et al., 2005).

No processo de invasdo, a interacdo das organelas da via endocitica com o vaculo
parasitoforo (VP) em formacéo foi confirmada com o uso de marcadores como Rab5, Rab7 e
Lampl (De Souza et al., 2010; Wilkowsky e Barbieri, 2002; Andrade, 2005) demonstrando a
participacdo de endossomos inciais, endossomos tardios e lisossomos na entrada por T. cruzi.
Embora varios mecanismos tenham sido sugeridos para internalizacdo de T. cruzi em células
hospedeiras (De Souza et al.,, 2010), porém, poucos deles foram cuidadosamente

caracterizados.

De modo geral, observamos que nos periodos de interagcdo de promastigotas tanto com
macrofagos quanto com fibroblastos, houve a inducdo de estruturas semelhantes a cortinas
que sdo ricas em actina. A entrada de promastigotas atraveés do acUmulo de actina foi
associada ao atraso na fusdo do VP, observado pelo marcador de endossomo tardio e
lisossomo Lamp-1, que, apesar de se mostrar homogéneo pelo citoplasma celular, também
esteve presente no processo de formacao dos VPs em macr6fagos com L. amazonensis a partir
de 1 hora, em macréfagos com L. braziliensis a partir de 3 horas. Em fibroblastos com L.
braziliensis a formacdo de VPs se deu partir de 18 horas de interagdo, 0 que ndo ocorreu em

L. amazonensis.

Enquanto em macrdfagos, a endocitose induzida pela Leishmania é relatada apos a
captacdo do parasito (Forestier et al., 2011) em diferentes células hospedeiras, pode facilitar o
préprio processo de invasao (Cavalcante-Costa et al., 2019; Andrade, 2019). Este parece ser o
caso da entrada de L. braziliensis nos fibroblastos observados em nosso estudo. A localizagéo
de promastigostas de L. amazonensis que entraram em fibroblastos com o marcador Lampl

sugere que o recrutamento do lisossomo realmente ocorre concomitante com a invasdo do
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parasito e que os lisossomos podem doar sua membrana para a formagéo do VP (Cavalcante-
Costa et al., 2019).

Quanto ao papel da actina no processo de endocitose, observamos estruturas que
circundam os parasitos, como por exemplo, em mocréfagos com L. braziliensis em 1 hora
(Figura 12 C - seta laranja) e 3 horas (Figura 13 C - seta laranja) parecido como um copo de
actina, que pode ser construido em eventos de fagocitose (Swanso, 2008). A presenca de
copos de actina circundando L. amazonesis se assemelhava ao mecanismo de fagocitose
classica (Morehed et al., 2022).

A participacdo dos F-actina durante processo de infeccdo de macrofagos por L.
donovani, utilizando a citocalasina-D, um despolarizador de F-actina, no qual, o grupo de
macrofagos tratados com a droga teve uma diminuicdo no nimero de parasitos internalizados.
(Roy et al., 2014). Desse modo, a actina participa do processo de entrada de Leishmania em
macrofagos (Love et al., 1998; Roy et al., 2014; Dixit et al., 2021). Sugere-se que a actina
também esta participando do processo de internalizacdo em fibroblastos, uma vez que,
observamos projeces citoplasmaticas — filopddios e lamelipddios — proximas aos parasitos de
ambas as espécies.

Assim como projecdes citoplasmaticas - filopodios e lamelipddios, grandes projecdes
de membrana, que formam grandes dobras, semelhante a cortinas (Ridley, 1994) associados a
macropinocitose (Swanso, 2008), denominado ruffles, também foram observados em nossos
achados de forma complementar, na observacdo das projeces membranares através da

imunofluorescéncia e microscopia de varredura.

A formacdo de agregados de actina do tipo ruffles no processo de adesdo de
promastigotas de L. infantum em macré6fagos ocorre antes da formacdo fagossomal (Dixit et
al., 2014). Na interacdo entre L. shawi, L. amazonensis e L. braziliensis e células do sistema
nervoso (micrdglia), a internalizacdo ocorreu via fagocitose classica apresentando projecdes
citoplasmaticas (ruffles) (Ramos et al., 2014). Estas extensdes apresentam-se em forma de
folha na superficie celular que se formam através de montagem em feixes de filamentos de
actina abaixo da membrana plasmatica, caracteristica ao mecanismo de macropinocitose
(Borm et al., 2005).

Além do seu envolvimento na infec¢do, a macropinocitose esta recebendo atengdo por

seu papel na defesa imunologica e na eliminacdo de corpos apoptdticos. Os eventos
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macropinociticos podem comegar com estimulos externos que desencadeiam a ativacdo dos
receptores tirosina quinase, que por sua vez, ativam trés vias de sinalizacdo diferentes

envolvendo as proteinas Racl, Rab5, Arf6 e P13 quinases (Bar-Sagi et al., 1987).

Esses eventos induzem mudancas na dinamica dos filamentos de actina, que sdo
essenciais para a formacdo de projecGes na membrana plasméatica (Lanzetti et al., 2004).
Além disso, proteinas da superfamilia Ras GTPases desempenham papel importante na
ativacdo deste processo. Conferindo assim, a importancia dessas vias para o fechamento da

macropinocitose e o trafego de membanas (Schnatwinkel et al., 2004).

A presenca de ruffles em fibroblastos também pode ser obervada através da
imunofluorescéncia e microscopia de varredura. A presenca dessas projecdes em fibroblastos
em contato com as espécies de Leishmania sugerem a macropinocitose também como rota de

entrada para estas células, que ndo séo fagdcitos profissionais (Queiroz Filho, 2018).

Desse modo, nossa hipGtese é que, as projecdes formadas por actina podem estar
envolvidas no processo de adesdo ou de entrada de L. amazonensis e L. braziliensis em
macrofagos e fibroblastos e, consequentemente, a ativacdo dessas células para o processo de

internalizacdo possa ocorrer via fagocitose classica, assim como também por macropinocite.

Entre as espécies, observamos que para L. amazonensis parece haver primeiramente o
recrutamento de Rab5 juntamente com a atividade de actina, enquanto, para L. braziliensis o
envolvimento de actina parece ser predominante. Por outro lado, outros estudos demonstraram
qgue a entrada de L. amazonensis em fibroblastos murinos ndo necessitou de atividade do
citoesqueleto de actina (Cavalcante-Costa, 2019) e a internalizacdo de duas diferentes cepas
de T. cruzi foi dependente ou ndo de actina (Ferreira et al., 2006). Portanto, os parasitos de
diferentes espécies parecem necessitar da actina para o processo de invasdo em fibroblastos,
mas parecem utilizar estratégias diferentes em seus processos de entrada e no caso deste
estudo, em fibroblastos infectados com L. amazonenses, a actina parece ter um papel

secundario.

Ao determinar o indice de adesdo e infeccdo das promastigostas de Leishmania em
macrofagos e fibroblastos, foi possivel observar uma maior adesdo de parasitos das duas
espécies de Leishmania em macr6fagos nos tempos iniciais, 1, 3 e 5 horas. Por outro lado, em
fibroblastos com L. braziliensis houve um maior nimero de parasitos aderidos no tempo de 1

hora e em fibroblastos com L. amazonensis em 24 horas.
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Para o indice de infecgdo, os macréfagos apresentaram um maior nimero de parasitos,
de ambas as espécies, internalizados nos tempos iniciais, 1, 3 e 5 horas, havendo a diminuicéo
deste indice a partir de 18 horas. Em contrapartida, em fibroblastos, o indice de parasitos
internalizados aumentou progressivamente ao longo dos tempos e apresentam maior indice de

infecgdo para o tempo de 24 horas, também para as duas especies de Leishmania.

O indice de adesdo de L. amazonensis apresentou comportamento distindo no que diz
respeito as células hospedeiras, aumentando ao longo do tempo em fibroblastos e diminuindo
em macréfagos. Em L. braziliensis o comportamento foi semelhante em ambas as células
hospedeiras, onde houve uma diminuicdo no nimero de parasitos aderidos tanto em
macrofagos quanto em fibroblastos. A divergéncia de comportamentos (afinidade e
reproducdo) dos parasitos L. infantum e L. mexicana nos fibroblastos podem ser provenientes

de células de diferentes roedores (Minero et al., 2004).

Dessa maneira, € possivel observar que os achados da analise ultraestrutural
corroboram com os resultados da imunofluoréncia para actina, onde se pbde verificar e
comparar através destas metodologias os diferentes tipos de projecbes de membrana entre as
células hospedeiras infectadas. Corroboraram também com o indice de adesdo determinado
neste estudo para macrofagos e fibroblastos infectados com as espécies de Leishmania, pois
h&, um maior acimulo de parasitos nos tempos iniciais, 1 e 3 horas e partir de 5 horas este
acumulo parece diminuir, sugerindo-se a internalizacdo destes parasitos, conforme observado

nos indices de infeccdo.

Apesar de supor que a via de entrada em fibroblastos infectados seja dependente de
actina, através de fagocitose/macropinicitose fazem-se necessarios mais estudos para
identificar outras possiveis estratégias para a invasdo detes fagdcitos ndo profissionais. E
possivel que o proprio flagelo da promastigota desempenhe um papel mais importante na
invasdo do que se pensava. De acordo com estudos in vitro mais antigos, o flagelo poderia
servir como ancora dentro da célula invadida, pelo qual o parasito se puxa para dentro ao
penetrar células com capacidade fagocitica limitada (Lewis, 1974), o que nos permite sugerir
que os parasitos parecem possuir varios mecanismos que lhe permitiriam entrar nas células
hospedeiras. E provavel que estes mecanismos possam alternar-se ou mesmo complementar-
se dependendo do tipo de celula atacada e da espécie de Leishmania (Valigurové e Kolafova,
2023).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Valigurov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D
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Os fagocitos profissionais do sistema imunoldgico dos mamiferos desempenham um
papel essencial na homeostase e na inflamacéo, permitindo a eliminacdo de patégenos e a cura
do tecido do hospedeiro (Carneiro e Peters, 2021; Rabinovitch, 1995). Eles sdo equipados
com receptores fagociticos e compostos envolvidos na morte celular. O material fagocitado
em uma vesicula chamada fagossomo, se destina a se fundir com os lisossomos para a
degradacdo hidrolitica do conteudo do fagossomo. Se o fagossomo contiver uma carga
patogénica, ela também podera ser eliminada por meio da explosao oxidativa e producéo de
species reativas de nitrogénio, incluindo 6xido nitrico (NO) como uma potente molécula
leishmanicida (Kolafova e Valigurovd, 2021). Neste estudo, os grupos de macrofagos e
fibroblastos infectados com as diferentes espécies de Leishmania, tiveram a producao de NO,
porém, ndo houve diferenca estatistica significativa (dados ndo mostrados).

Os fibroblastos sdo uma das células mais abundantes no local de transmissdo e séo
importantes produtores de quimiocinas que atraem macréfagos e neutrofilos. Estas células
também interagem diretamente com os macréfagos durante a cicatrizacdo de feridas e podem
se mover por diapedese, sendo capazes de disseminar a Leishmania (Cavalcante-costa et al.,
2019). A vida dtil, relativamente longa dos fibroblastos, e sua capacidade limitada de
eliminar invasores podem levar a persisténcia da infeccdo (Rittig e Bogdan, 2000). Além
disso, os fibroblastos sdo capazes de realizar a fagocitose, mas tem uma capacidade limitada
de controlar a infeccéo por Leishmania através da producdo de NO (Bogdan et al., 2000). Em
camudongos curados, aproximadamente 40% de amastigotas de L. major foram encontradas
na pele e em fibroblastos de linfonodos drenantes, indicando que eles podem servir como um
abrigo seguro e um local de potencial recrudescencia (Bogdan et al., 2000; Stenger et al,
1996).

Sabe-se que estudos in vitro sdo bastantes contraditorios comparados aos cenarios in
vivo. Como por exemplo, de pacientes infectados com L. braziliensis, onde a resposta
inflamatdria exacerbada é observada e pequenas quantidades de parasitos sdo detectadas com
a producdo de TNF-a e quimiocinas (CCL2/MCP-1, CXL8/IL-8 e CXL9). As diferengas nas
respostas dos macrofagos aos parasitos de Leishmania foram descritas e 0os macrofagos de
individuos com infec¢do subclinica controlam o crescimento do parasita de forma mais
eficiente do que os macrofagos de pacientes com leishmaniose cuténea localizada, como

observado na infecgdo humana por L. braziliensis (Giudice et al., 2012).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kol%C3%A1%C5%99ov%C3%A1%20I%5BAuthor%5D
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Ao mensurar a producéo de citocinas, observamos que houve maior producdo de IL-6
em fribroblastos infectados com L. braziliensis em 18 horas, comparados aos fibroblastos sem
infeccdo e infectados com L. amazonesis sugerindo que L. braziliensis, pode ter tentado
potencializar uma resposta imune pré-inflamatéria. A interleucina-6 atua como uma citocina
pro-inflamatéria e uma miocina anti-inflamatéria. A IL-6 é produzida por macrofagos e por
linfécitos T, tem um papel na inducdo da febre e na resposta inflamatdria aguda. Assim,
atuam em receptores especificos da mambrana das células estimulando a producdo de

citocinas (Ferguson et al., 1988).

Houve a producdo de IL-17A em macréfagos com diferenca significativa entre
macréfagos sem infeccdo e macréfagos infectados por L. braziliensis em 3 horas. Em
contrapartida, em fibroblastos houve também a producéo de IL-17A, porém, entre as espécies
de Leishmania em 18 horas, onde a maior producdo se deu na infeccdo por L. braziliensis. A
IL-17A est4 associada a progressdo da doenca (Kostka et al., 2008), a doenc¢as autoimunes e
alguns processos inflamatorios (McGeachy et al., 2019), com papel na quimiotaxia de
neutrofilos (Isailovic et al., 2015), sugerindo a tentativa de manter a infeccdo nos peridos

destacados em ambas as células hospedeiras.

Em macrofagos infectados com L. amazonesis e L. braziliensis houve a producdo de
IFN- vy a partir de 1 hora conferindo diferencga significativa. Houve também a producéo de
TNF com diferenca entre espécies em 18 e 24 horas, e entre macr6fagos sem infeccéo e
macrofagos infectados com L. braziliensis.

No entando, em fibroblastos infectados, apesar de ter apresentado a producao de IFN-
v, ndo houve diferenga estatistica significativa. Contudo, houve a producdo de TNF com
diferenca significativa entre as espécies de Leishmania, no qual, L. braziliensis demonstrou
maior producdo. Sugerindo assim, que L. braziliensis pode ter tentado potencializar uma
resposta imune inflamatdria, pois, esta espécie pode induzir uma maior resposta imunologica
com niveis elevados de citocinas, principalmente de IFN- y, e causar danos teciduais em

pacientes com leishmaniose mucocutanea (Silveira et al., 2009).

Sugere-se ainda, que a resposta exacerbada do sistema imune frente a L. braziliensis,
pode levar o parasito a desenvolver novas formas de evadir da resposta imune do hospedeiro,
infectando células ndo fagociticas profissionais. Contudo, através destes mecanismos
apresentados na interacdo entre fibroblastos e as duas espécies de Leishmania, e apesar de

fibroblastos ndo usufruirem da mesma maquinaria celular presente nos macréfagos, prop6e-se
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sua pontencialidade como atores na dindmica da infeccdo por Leishmania e na sua
persisténcia atraves de ferramentas para a invasdo em células que ndo sdo fagdcitos
profissionais (Valigurova e Kolafova, 2023). Dessa forma, as diferentes espécies de
Leishmania utilizadas no presente estudo, apresentaram diferencas no que diz respeito ao
tempo de recrutamento dos lisossomos, nos indices de adesdo e infecgdo, analise

ultraestrutural e producdo de citocinas relacionadas a resposta imune inflamatdria.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Valigurov%C3%A1%20A%5BAuthor%5D
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7. CONCLUSAO

De acordo com os achados obtidos neste estudo, pode-se inferir que os fibroblastos séo
de fato potenciais hospedeiros para o parasito Leishmania das espécies L. amazonesis e L.
braziliensis, mesmo nao possuindo a maquinaria disponivel em fagdcitos profissionais como

0s macrofagos.

No processo de endocitose, ambas as espécies de Leishmania em macrofagos
recrutaram Rab5 desde o periodo inicial, 1 hora. Em fibroblastos, o recrutamento de Rab5
ocorreu em 18 horas na infeccdo por L. amazonensis e em 24 horas em infecgdo por L.
braziliensis. Ambas a espécies tambeém utilizaram a actina para invadir as diferentes células
hospedeiras. Em fibroblastos com L. amazonensis parece haver o recrutamento do Rab5
juntamente com atividade de actina em seu processo endocitico, por outro lado, em
fibroblastos com L. braziliensis o papel de actina parece ser predominante como observado

através das projecGes membranares por imunofluorescénica e analise ultraestrural.

Foi possivel determinar formagdo dos VPs em macrofagos com L. amazonensis a
partir de 1 hora, em macréfagos com L. braziliensis a partir de 3 horas. Em fibroblastos com
L. braziliensis a formacéo de VPs se deu partir de 18 horas e se manteve em 24 horas, 0 que

ndo ocorreu em fibroblastos com L. amazonensis.

Quanto ao indice de adesao, houve maior nimero de parasitos aderidos para as duas
espécies de Leishmania em macro6fagos, nos tempos iniciais - 1, 3 e 5 horas. Por outro lado,
em fibroblastos com L. braziliensis houve um maior nimero de parasitos aderidos no tempo
de 1 hora e em fibroblastos com L. amazonensis em 24 horas. Para o indice de infeccdo, os
macrofagos apresentaram um maior nimero de parasitos, de ambas as espécies, internalizados
nos tempos iniciais, 1, 3 e 5 horas, havendo a diminuicao deste indice a partir de 18 horas. Em
fibroblastos, o indice de parasitos internalizados aumentou progressivamente ao longo dos
tempos e apresentam maior indice de infeccdo para o tempo de 24 horas, também para as duas

especies de Leishmania.

Durante o processo de infeccdo houveram a producdo de importantes citocinas, onde
destacam-se: maior producdo de IL-6 em fibroblastos com L. braziliensis em 18 horas
(potencializacao resposta pro-inflamatéria); Maior producdo de IL-17A em macrofagos com
L. braziliensis em 3 horas e também em fibroblastos com L. braziliensis em 18 horas
(associado com a progresséo da doenca e alguns processos inflamatorios); Producéo de IFN- y

em macrofagos com L. amazonesis e L. braziliensis em 1 hora e TNF em macréfagos com L.
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braziliensis em 18 e 24 horas. Em fibroblastos com L. braziliensis em 18 horas houve maior

producdo de TNF (associado a potencializacdo da resposta imune inflamatdria).

Em suma, tais resultados sdo novos no que diz respeito a comparacdo do processo
inicial de infeccdo de L. amazonensis e L. braziliensis em células fagociticas profissionais
(macrofagos) e celulas residentes (fibroblastos), demonstrando que as diferentes espécies
causadoras das diferentes formas clinicas podem remodelar de forma distinta sua entrada e

persisténcia nas diferentes células hospedeiras.
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