BAHIANA

ESCOLA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA

ESCOLA BAHIANA DE MEDICINA E SAUDE PUBLICA
CURSO DE GRADUACAO EM BIOMEDICINA

INGRID RAMALHO ALVES

AVALIACAO DO PAPEL DO LPG-2 NA MIGRACAO DE
CELULAS DENDRITICAS INFECTADAS POR LEISHMANIA
INFANTUM

SALVADOR - BA
2022



INGRID RAMALHO ALVES

AVALIACAO DO PAPEL DO LPG-2 NA MIGRACAO DE
CELULAS DENDRITICAS INFECTADAS POR LEISHMANIA
INFANTUM

SALVADO
2022

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado a Escola Bahiana de
Medicina e Saude Publica, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de
Bacharel em Biomedicina.

Orientador(a): Prof(a). Dra. Juliana

Perrone Bezerra de Menezes Fullam

R - BA



INGRID RAMALHO ALVES

AVALIACAO DO PAPEL DO LPG-2 NA MIGRACAO DE CELULAS
DENDRITICAS INFECTADAS POR LEISHMANIA INFANTUM

Este Trabalho de Conclusdo de Curso foi julgado adequado a obtencdo do
grau de Bacharel em Biomedicina e aprovada em sua forma final pelo Curso de
Biomedicina da Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica.

Salvador — BA, 10 de novembro de 2022.

, "D N
/ l'rramicle '-._SP-![".J.'HJ (Wl T DD
i

Me. Amanda Reboucas Paixao

Instituto Goncalo Muniz — Fiocruz-BA

Prof(a). Dra. Elisalva Teixe%ra Guimardaes

Escola Bahiana de Medicina e Saude Publica

e bl

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sampaio Guedes
Universidade Federal da Bahia - UFBA




AGRADECIMENTOS

A minha v, Joanez Barbosa, obrigada por toda educacdo, amor e aprendizado, sei que
daria tudo para ver este dia, te amarei para sempre; A minha familia, meus pais e meu
irmao, por todo amor e apoio durante o caminho, nunca sera facil e ter vocés realmente
muda meus dias; Aos meus amigos, meu amores por escolha, aos que cresceram comigo
e aos que fui conhecendo ao longo da graduacdo, obrigada pela forga, incentivo e
paciéncia; A minha orientadora, Dra. Juliana Menezes, pelo compromisso e dedicacdo &
minha formacéo cientifica, sua paixao pela ciéncia encanta. A minha coorientadora, Me.
Amanda Reboucas, pelo seu carinho e cuidado no ensino; Aos colegas e amigos do
LAIPHE-Fiocruz, por tantos aprendizados e momentos Unicos. Com muito carinho,
dedico este trabalho a vocés.



RESUMO

Introducdo: A Leishmania é um parasito intracelular capaz de causar lesdo na pele,
mucosa e Orgaos internos. A disseminacdo e homing de células infectadas contendo
antigenos do parasito sdo fundamentais para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro e
para o estabelecimento da lesdo. Pouco se conhece sobre a migragéo de células dendriticas
infectadas por Leishmania bem como mecanismos associados a este processo. Objetivo:
Avaliar o papel do LPG-2 (do inglés lipophosphoglycan glyconconjugate 2), na migragédo
de células dendriticas infectadas por Leishmania infantum. Metodos: Avaliamos a
migracdo, a formagdo de complexos de adesdo e a dindmica de actina nas células
dendriticas humanas infectadas por L. infantum selvagem, nocaute para o gene LPG-2 ou
addback, utilizando o sistema Transwell e a microscopia de fluorescéncia. Resultados:
As células infectadas por L. infantum nocaute para o LPG-2 apresentaram uma reducéo
da migracdo, formagdo de complexos de adesdo e da dindmica de actina em relagdo aos
outros grupos. Discussao: Em trabalho realizado anteriormente foi demonstrado que a
infecgdo por L. infantum leva a um aumento na migracéo de células dendriticas, associada
ao aumento da expressdo de proteinas envolvidas em formacdo de complexos de adesao,
assim como sua fosforilacdo. Na leishmaniose, a relacéo entre disseminacgédo do parasito
e enfermidade é particularmente estreita. Estudos para melhor entender o processo de
adesdo e migracdo celular e sua relagdo com a sobrevivéncia intracelular do parasito e
disseminacéo da doenca sdo fundamentais. Consideracdes finais: O LPG-2 apresentaum
papel importante na modulacdo da migracdo das células dendriticas humanas infectadas

por Leishmania infantum.

Palavras-chave: Célula dendritica; Leishmania; Migracdo; LPG
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1 ARTIGO CIENTIFICO

TITULO: Avaliago do papel do Ipg-2 na migragéo de células dendriticas infectadas por
Leishmania infantum
Evoluation of the role of Ipg-2 in the migration of dendritic cells infected by Leishmania

infantum

Ingrid Ramalho Alves !, Amanda Reboucas Paix&o 2, Juliana Perrone Bezerra de Menezes Fullam 2

1 Académica do curso de Biomedicina da Escola Bahiana de Medicina e Salde Publica, Salvador, Bahia,
Brasil, 2 Doutoranda em patologia humana no Instituto Gongalo Moniz, Fiocruz Salvador, Bahia, Brasil,
3 Pesquisadora em Salde Publica no Instituto Gongalo Moniz, Fiocruz Salvador, Bahia, Brasil.

RESUMO:
Introducdo: A Leishmania € um parasito intracelular capaz de causar lesdo na pele,

mucosa e Orgaos internos. A disseminacdo e homing de células infectadas contendo
antigenos do parasito sdo fundamentais para a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro e
para o estabelecimento da lesdo. Pouco se conhece sobre a migragdo de células dendriticas
infectadas por Leishmania bem como mecanismos associados a este processo. Objetivo:
Avaliar o papel do LPG-2 (do inglés lipophosphoglycan glyconconjugate 2), na migracédo
de células dendriticas infectadas por L.infantum. Metodologia: Avaliamos a migracéo, a
formacdo de complexos de adesdo e a dinamica de actina nas células dendriticas humanas
infectadas por Leishmania infantum selvagem, nocaute para o gene LPG-2 ou addback,
utilizando o sistema Transwell e a microscopia de fluorescéncia. Resultados: As células
infectadas por L. infantum nocaute para o LPG-2 apresentaram uma reducdo da migracao,
formagéo de complexos de adeséo e da dinamica de actina em relagdo aos outros grupos.
Conclusdo: O LPG-2 apresenta um papel importante na modulacdo da migracdo das

células dendriticas humanas infectadas por L. infantum.

Palavras-chave: Célula dendritica; Leishmania; Migracéo; LPG

ABSTRACT:

Introduction: the Leishmania is an intracellular parasite capable of causing damage to
the skin, mucosa and internal organs. The dissemination and homing of infected cells
containing parasite antigens are essential for the survival of the parasite in the host and

for the establishment of the lesion. Little is known about the migration of dendritic cells



infected by Leishmania as well as the mechanisms associated with this process.
Objective: to evaluate the role of LPG-2 (lipophosphoglycan glyconconjugate 2) in the
migration of dendritic cells infected by L. infantum. Methodology: We evaluated
migration, adhesion complex formation and actin dynamics in human dendritic cells
infected with wild-type Leishmania infantum, knockout for the LPG-2 gene or addback,
using the Transwell system and fluorescence microscopy. Results: Cells infected by L.
infantum knockout for LPG-2 showed a reduction in migration, formation of adhesion
complexes and actin dynamics in relation to the other groups. Conclusion: LPG-2 plays
an important role in modulating the migration of human dendritic cells infected by L.

infantum.

Keywords: Dendritic cell, Leishmania, Migration, LPG
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INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga tropical negligenciada, endémica, considerada um
grande problema de saude piblica 2. A organizacdo mundial da salde estima que 12
milhGes de individuos estejam infectados por Leishmania e que 350 milhdes de
individuos corram risco de serem infectados 23. O Brasil possui ainda 90% da incidéncia
dos casos da America Latina 2.

A leishmaniose ¢ uma antropozoonose causada por protozoarios
tripanossomatideos flagelados do género Leishmania, podendo apresentar diferentes tipos
de manifestagdes clinicas, desde lesdes localizadas na pele que cicatrizam
espontaneamente, lesbes de pele, que se espalham de forma disseminada, a forma
mucocutanea da doenca, além da leishmaniose visceral, forma mais grave das
leishmanioses que podem levar & morte se ndo tratada 2*. As diferentes formas da
leishmaniose estdo associadas primariamente a espécie do parasito e também a condicbes

inerentes ao hospedeiro, como o sistema imune *,
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A disseminagdo e homing de células infectadas contendo antigenos de Leishmania
sao fundamentais para a sobrevivéncia deste parasito no hospedeiro e para o
estabelecimento da lesao °”. Uma vez introduzido na pele por flebotomineos infectados,
a Leishmania interage com uma variedade de células imunes, inclusive as células
dendriticas (DCs), que séo células apresentadoras profissionais de antigeno responsaveis
pelo processamento e apresentacdo de antigenos a linfocitos T naive '8, As células
dendriticas podem deixar o local da infeccdo e migrar para outras areas, através dos
linfonodos, como o figado e o bago >®.

O deslocamento celular ocorre em etapas e € mediado principalmente por
filamentos de actina no citoplasma %°. Durante o processo estdo incluidos diversos
eventos moleculares, que atuam na sinalizacdo dos feixes de actina ancorados a matriz
extracelular 810, Para que ocorra a migragao é necessario que sejam desenvolvidos alguns
processos que se iniciam com: a protusao dos pseudopodes, que estimula a membrana
para a face anterior da célula; sua adesdo, na qual o citoesqueleto se liga ao substrato; e
por fim a liberagio dos complexos focais ”°.

A actina atua auxiliando na locomocéo celular e ancorando os seus filamentos
temos o complexo de adesdo, composto por diversas proteinas citoplasmaticas, inclusive
FAK e paxilina, promovendo a montagem de aderéncias focais e contribuindo na
comunicacéo entre a matriz extracelular e o citoesqueleto °.

Adicionalmente, proteinas da familia RhoGTPase participam da polimerizacdo
dos filamentos da actina *°. Neste processo, proteinas localizadas na borda anterior,
conhecidas como Racl e Cdc42, atuam no recrutamento do complexo Arp2/3, que por
sua vez promove a formacdo de lamelipodios e filopddios durante a contracdo celular
10.11 ‘No sentido do deslocamento, na regido posterior da célula, RhoaA é responsavel pela
contracdo do citoesqueleto de actina e miosina nessa regido, participando ativamente do
desprendimento da borda traseira da célula, auxiliando em sua projecéo %11,

Em trabalho realizado anteriormente foi demonstrado que a infeccdo por
L.infantum leva a um aumento na migragdo de células dendriticas, associada ao aumento
da expressao de proteinas envolvidas em formagdo de complexos de adeséo, assim como
sua fosforilagdo 7. Os autores mostraram ainda um aumento da polimerizacdo de
filamentos de actina e da expressdo de CCR7 nas células infectadas por L. infantum,
sugerindo uma associacio entre essas células e a visceralizagdo da doenca ’.

Além de fatores do hospedeiro, fatores intrisecos ao parasito sao componentes que

atuam de forma sigificativa durante a manutencdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado
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12 Assim como todos os parasitos da familia tripanossomatideos, a Leishmania é
caracterizada pela presenca de um glicocalice 3. Estudos recentes demonstraram a
relevancia do glicoconjugado de superficie de Leishmania, o lipofosfoglicano (LPG), na
interacdo com células hospedeiras, no mecanismo de sobrevivéncia do parasito, bem
como no estabelecimento da infecgio 2.

Entretanto, ndo se conhece sobre o papel do LPG de Leishmania na adesdo e
migragao de células do hospedeiro infectadas por este parasito. Nossa hipdtese é que o
LPG-2 de Leishmania infantum participa da modulacdo da migracdo de células
dendriticas, contribuindo para a apresentacdo de antigenos em linfonodos drenantes e para
a disseminacdo da doenga no hospedeiro vertebrado.

Para compreender melhor os mecanismos, avaliamos a migragdo direcional, a
formacéo de complexos de adeséo e a dinamica de actina em células dendriticas humanas
infectadas por Leishmania infantum nocaute para o gene LPG-2, analisando assim o papel

do fator de viruléncia.

MATERIAIS E METODOS

Este trabalho é um estudo experimental realizado no Laboratorio de Interacdo
Parasito-Hospedeiro e Epidemiologia (LAIPHE), localizado no Instituto Gongalo Muniz
— Fiocruz-BA.

Comité de ética
O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas (CEP) do Instituto
Gongalo Muniz, conforme parecer de nimero 2.751.354 e segue com 0s principios de

ética na pesquisa definidos pela Resolucdo CNS 466/12 11.4.

Cultivo de celulas dendriticas (DCs) por separacdo de PBMC

Para cultivo de DCs, amostras de sangue de doadores saudaveis foram coletadas
em tubos de 10mL com EDTA, transferidas e em seguida diluidas (1:1) em PBS. Apos a
diluicdo, o sangue foi sobreposto em Ficoll-Histopaque. As amostras foram centrifugadas
trés vezes e as nuvens de PBMC foram coletadas. Em seguida, as células foram contadas

na camara de Neubauer, passadas em coluna magnética para isolamento de celulas
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CD14+ e foram ressuspendidas e plaqueadas com RPMI suplementado com GM-CSF
[50ng/ml] + 1L4 [100UI/ml] por 7 dias.

Cultivo de parasitos

Parasitos de L. infantum (MCAN/BR/89/BA262) derivados de amastigotas
isoladas de linfonodo da pata de camundongos C57BL/6 foram mantidos em meio agar-
sangue NNN em estufa B.O.D. a 24°C e em meio HOMEM para as sucessivas passagens.
Parasitos de L. infantum Ipg2 * obtidos por sistema CRISPR/Cas9, cedidos pela Dra. Valéria
Borges — IGM Fiocruz - BA, foram cultivados em meio HOMEM em estufa B.O.D. a 24°C.
Apos a cultura atingir a fase estacionaria de crescimento, os parasitos foram utilizados

para realizacdo dos experimentos.

Infeccdo de células dendriticas (DC’s)

Para realizacdo dos ensaios de migragdo e imunofluorescéncia, um total de 2x105
de células dendriticas foram plaqueadas em placas de 24 pocos e infectadas por L.
infantum selvagem e L. infantum nocaute para o gene Ipg-2 na proporg¢éo de 20:1 por 4
horas. As células foram entdo lavadas e reincubadas por adicionais 6, 12, 24 ou 48 horas

para 0s ensaios de migracao e 48 horas para os ensaios de imunofluorescéncia.

Avaliacdo da migracao direcional de células dendriticas infectadas por I. infantum
nocaute para o gene Ipg-2

A avaliacdo direcional da migracdo de células dendriticas infectadas ou ndo por
L. infantum nocaute para o gene LPG-2 foi realizada na presenca de quimioatratores
(CCL3 para células dendriticas), utilizando sistema Transwell. A analise da migracdo das
células foi observada pela contagem do nacleo de células que atravessaram a membrana do

inserto da Transwell, com auxilio de microscopia de fluorescéncia.

Avaliacédo da formagédo de complexos de adesédo em células dendriticas infectadas
por |. infantum nocaute para o gene Ipg-2

Células dendriticas derivadas de mondcitos, isoladas de sangue periférico de
doadores saudaveis foram plaqueadas na concentragdo de 2x10° células por pogo. As
células foram infectadas por L. infantum Ipg2 *ou L. infantum selvagem ou L. infantum add
back ambos em fase estacionaria. Apos a infecgéo, as celulas foram lavadas com PBS 1x,

fixadas com paraformoldeido a4%. Em seguida, foi realizada a avaliagdo da formacéo de
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complexos de adesdo nestas células por imunofluorescéncia para p-paxilina e p-FAK,
utilizando anticorpos especificos para estas moléculas. As imagens foram adquiridas
utilizando microscopio confocal e a intensidade de fluorescéncia de 30 células por grupo

sera quantificada utilizando o software ImageJ.

Avaliagdo da dindmica de actina em células dendriticas infectadas por I. infantum
nocaute para o gene Ipg-2

Células dendriticas derivadas de monacitos, isoladas de sangue periférico de
doadores saudaveis foram plaqueadas na concentracio de 2x10° células por pogo. As
células foram infectadas por Leishmania infantum Ipg2 * ou Leishmania infantum selvagem
ou add back, ambos em fase estacionaria. Apés a infeccdo, as células foram lavadas com
PBS 1x, fixadas com paraformoldeido a 4%. A avaliacdo da polimerizacéo de actina foi
realizada por imunofluorescéncia para F-actina, utilizando faloidina. Adicionalmente, a
atividade de moléculas envolvidas na dindmica de polimerizacdo de actina, como Rho,
Rac, Cdc42 e arp2/3, foi avaliada, utilizando anticorpos especificos para estas moléculas.
As imagens foram adquiridas utilizando microscopio confocal e a intensidade de

fluorescéncia de 30 células por grupo sera quantificada utilizando o software ImageJ.

Andlise estatistica

Os experimentos foram repetidos no minimo trés vezes e para comparacao entre
dois grupos entre si, com distribuicdo normal, foi utilizado o teste t de Student ndo
pareado. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando o valor
de p<0,05.

RESULTADOS

Células dendriticas infectadas por Leishmania infantum nocaute para o gene LPG-
2 apresentaram diminuicéo da migracao

Para avaliar a migracao de células dendriticas infectadas ou nao por L. infantum
selvagem ou nocaute para o gene Ipg2, foram realizados ensaios de migracao direcional
na presenca do quimioatrator especifico (CCL3/MIP-1a), utilizando camaras Transwell.
Os resultados mostram um aumento na migracao das células dendriticas infectadas por L.

infantum selvagem quando comparadas ao grupo controle, nao infectado, ja os que foram
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infectados com Leishmania infantum nocaute apresentaram uma diminuicdo em
comparagdo aos que foram infectados pela Leishmania infantum selvagem, nos tempos

de 6, 12, 24 e 48 horas ap0s a infecgao.

Figura 1 - Avaliacdo da migracdo de células dendriticas na infeccdo por Leishmania. Células
dendriticas foram infectadas por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2 por 4 horas. Apés 6,
12, 24 ou 48h, as células foram submetidas a migragdo e apresentaram como resultados uma diminuigao da
migracdo de células infectadas por L. infantum nocaute quando comparadas a L. infantum selvagem. As
células migrantes, que se encontravam na parte inferior do inserto, foram contadas (10 campos aleatorios)
em microscopio de fluorescéncia convencional. *, p<0,05; **, p<0,05; ***, p<0.001 (teste de t student).

Resultado representativo de 2 experimentos.
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Células dendriticas infectadas por L. infantum nocaute para o gene LPG-2
apresentaram diminuicdo na formacédo de complexos de adeséo
Para a avaliar da formagdo dos complexos de adesao em células dendriticas

humanas infectados ou nao por L. infantum selvagem, nocaute para o gene Ipg2 ou add
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back, foi feita a imunomarcacao das células utilizando anticorpos para FAK e paxilina e,
em seguida, foi feita a analise. Os resultados mostram um aumento da expresséo de FAK
e paxilina em células dendriticas infectados por L. infantum selvagem, L. infantum
nocaute para o gene Ipg2 e L. infantum add back quando comparadas ao grupo controle
nao infectado. Entretanto, observamos também uma reducdo da expressdo destas
moléculas em células dendriticas infectados por L. infantum nocaute para o gene Ipg2,
quando comparado aqueles infectados por L. infantum selvagem (Figura 2A). Foram
realizados ainda ensaios adicionais de avaliacdo da formacdo de complexos de adesdo
com adicdo de um grupo de células infectadas com o parasito add back. Adicionalmente,
0s resultados mostram um aumento da expressdo de FAK e paxilina em células
dendriticas infectados por L. infantum add back, em compara¢édo aqueles infectados por

L. infantum nocaute (Figura 2B).

Figura 2- Avaliagdo da formacgdo de complexos de adesdo em células dendriticas infectadas por
Leishmania. Células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem (A, B), nocaute para o gene Ipg2
(A, B) ou add back (B) foram marcadas com anticorpo anti-FAK e anti-paxilina fosforiladas. Foram
quantificadas de 25 a 30 células para cada grupo. Como resultado as células infectadas por L.infantum
nocaute apresentaram uma diminuicdo da expressdo em comparacdo com a L. infantum selvagem
Vermelho - anti-FAK ou paxilina fosforilada; azul — DAPI. *, p<0,05; **, p<0,05; ***, p<0.001; ****

p<0.0001 (teste de t student). Resultado representativo de 2 experimentos
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Células dendriticas infectadas por L. infantum nocaute para o gene LPG-2
apresentaram diminuicdo na polimerizagdo de actina

Os resultados mostram um aumento da expressdo de Racl, Cdc42, RhoA e
Faloidina nas células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem quando
comparadas aquelas infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 e ao grupo
controle n&do infectado (Figura 3A). Foram realizados ainda ensaios adicionais de
avaliacdo da polimerizacédo dos filamentos de actina com adi¢do de um grupo de células
infectadas com o parasito add back. Os resultados mostram um aumento da expressdo
de Racl e RhoA nas células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem quando
comparadas aquelas ndo infectadas. Os resultados mostram ainda que as células
infectadas por L. infantum add back apresentaram uma expressdo de Racl e RhoA

maior do que aquelas infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 (Figura 3B).

Figura 3 - Avaliagdo da polimerizaciao de actina em células dendriticas infectadas por Leishmania
infantum. Células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem (A e B), nocaute para o gene Ipg2 (A e
B) e add back (B) foram marcadas com anticorpo anti-Racl, anti-RhoA e anti-Cdc42 (somente A). (A)
Intensidade de fluorescéncia em marcagdo de RhoA, Racl, Cdc42 e faloidina. (B) Intensidade de
fluorescéncia em marcagdo de Racl, RhoA e faloidina. A intensidade de fluorescéncia das marcagdes foi
quantificada através da média de 25 a 30 células para cada grupo utilizando o software ImageJ. Vermelho,
anti-Rac1, anti-RhoA ou anti-Cdc42; Verde, faloidina ou Racl; azul, DAPI, nucleo da célula. *, p<0,05;
** p<0,05; *** p<0.001; **** p<0.0001 (teste de t student). Resultado representativo de 2 experimentos.
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DISCUSSAO

Na infeccdo por Leishmania, os macrdfagos e as células dendriticas séo células
hospedeiras que desempenham um papel fundamental na resposta do hospedeiro a
infeccdo e na imunopatologia da doenga 4. A interagdo entre células hospedeiras e as
diversas espécies de Leishmania é bastante complexa, tendo em vista que os parasitos
expressam em sua superficie diferentes ligantes que podem interagir com multiplos
receptores da célula, levando a diferentes desfechos da infecgéo °.

Inicialmente, com o objetivo de tentar esclarecer o papel do LPG na migracéo de
celulas dendriticas infectadas por L. infantum avaliamos a migracdo destas células
infectadas com parasito selvagem ou nocaute para o gene LPG-2. Os resultados mostram
um aumento na migracdo das células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem
qguando comparadas ao grupo controle ndo infectado, mas ndo de células dendriticas
infectadas por L. infantum nocaute para o gene Ipg2 nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas
apos infeccdo. Estes resultados sugerem um papel importante para o LPG na modulagédo

da migracéo induzida por L. infantum nestas células.

Estudos anteriores demostraram que a Leishmania é capaz de modular a adesdo e
migracéo de células hospedeiras " 1617, Adicionalmente, foi mostrada uma reducgdo da
migracio de células dendriticas infectadas por L. amazonensis!®. Em contraste,
demostraram que a infe¢do por Leishmania major promove um aumento do deslocamento
de células dendriticas para os linfonodos drenantes 2% 21, Além disso, estudos mostraram

que a infeccdo por L. major estimula a capacidade da migragéo de células dendriticas a
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partir da modulacdo de receptores de quimiocinas, evidenciando uma relacdo entre o
aumento da expressdo de CCR7 com o aumento da migracdo destas células %, A
importancia da célula dendritica na disseminacdo da doenca ja havia sido demonstrada
pelo nosso grupo, em um estudo realizado recentemente, observou-se um aumento da
migracdo de células dendriticas apds a infec¢do por L. infantum, mas ndo por L.

amazonensis ou L. braziliensis ’.

O LPG confere protecdo a lise mediada pelo complemento, interage com 0s
receptores do tipo Toll-like (TLR), suprime a fosforilacdo da p38 MAP quinase, modula
a producio de espécies reativas de oxigénio e 6xido nitrico e de citocinas 2>2°, Entretanto
arelacdo do LPG com a migracao de células hospedeiras infectadas por Leishmania ainda
precisa ser estudada. Este € um dos primeiros estudos que sugere um papel para o LPG
na modulacdo da migracdo de células dendriticas infectadas por Leishmania,
caracterizando esta molécula como um dos possiveis mecanismos envolvidos na

migracdo de células e, consequentemente, na disseminacdo da doenca.

Um dos mecanismos importantes para processo de migracdo é a formacdo dos
complexos de adesdo, uma vez que promove a adesdo da célula a matriz extracelular & *
21,28 Buyscando compreender os mecanismos envolvidos na modulagio da migragdo de
células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2,
avaliamos a formacédo do complexo de adesdo nestas células. Os resultados obtidos neste
trabalho mostram um aumento na expressdo de FAK e paxilina nas células dendriticas
infectadas pela L. infantum selvagem quando comparadas aquelas infectadas por L.
infantum nocaute para o gene Ipg2 e ao grupo controle ndo infectado, sugerindo um

aumento da formacdo de complexos de adesao nestas células.

A associacdo entre 0 aumento da adesdo celular e 0 aumento da migracao ja foi
demonstrado anteriormente, estudos avaliando a formacdo de complexos de adesdo em
ceélulas dendriticas infectadas por T. cruzi mostram um aumento da expressdo de FAK
associado ao aumento da migracdo destas células e a evolucdo da cardiomiopatia
chagasica 2°. Adicionalmente, foi demonstrado que o aumento da formag&o de complexos
de adesdo esta relacionado ao aumento da migracdo de células dendriticas infectadas por

L. infantum, mas n&o por L. amazonensis ou L. braziliensis ’.

Outro mecanismo que atua significativamente no processo de migracdo é a

polimerizagdo dos filamentos de actina, sendo essencial para a contra¢do das células e
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formacao das protrusdes 8?8, Os filamentos de actina sdo controlados e modulados por
proteinas atreladas a eles (proteinas de ligacdo a actina — ABPs). As GTPases da familia
Rho servem como interruptores moleculares dependentes de GTP, dentre elas, podemos
citar a Cdc42, Racl e RhoA, que controlam respectivamente a formacéo de filopodio,

lamelipddio e fibras de estresse %3031,

Com o objetivo de compreender 0os mecanismos envolvidos na migracdo de
células dendriticas infectadas por L. infantum selvagem ou nocaute para o gene Ipg2,
avaliamos a polimerizacdo do citoesqueleto de actina nessas células. Nossos resultados
mostram uma variacdo da marcacdo com faloidina entre os experimentos. Como a
polimerizagdo destes filamentos é um processo extremamente dindmicos, para melhor

avaliar este fendbmeno, partimos para avaliar a expressdo de moléculas da familia Rho.

Observamos um aumento da expressdo de Racl, RhoA, Cdc42 em células dendriticas
infectadas por L. infantum selvagem e uma reducdo da expressdo dessas moléculas no
grupo infectado pela L. infantum nocaute para o gene lpg2. Este dado sugere que a
modulacdo da dindmica de actina € um possivel mecanismo associado ao aumento da
migracdo induzida por LPG de L. infantum nestas células. Dados da literatura mostram
que a inibicdo de Rho GTPases provoca uma modulagio na migracéo celular *2. Cdc42 e
Rac1 sdo responsaveis pela inducio da polimerizacdo de actina, via complexo Arp2/3 .
Além da Cdc42 e Racl, RhoA é de extrema importancia no processo de migracao celular,
uma vez que é responsavel pela formacéo de fibras de estresse na regido do corpo celular
e regido posterior da célula e tem associagio com a inibicdo de protusdes & 3. Além disso,
esta molécula esta relacionada com a inibicdo da polimerizacdo da actina, atraves da
ativacdo de ROCK *°,

Os mecanismos envolvidos na disseminacdo da Leishmania no hospedeiro e sua
relacdo com a migracao de células dendriticas infectadas sdo pouco conhecidos. Além de
fatores do hospedeiro, fatores intrinsecos ao parasito s&o componentes importantes para
a manutencdo da infeccdo no hospedeiro vertebrado e estabelecimento da lesdo 2.
Entretanto, ndo se conhece o papel do LPG de Leishmania na adeséo e migragéo de
células do hospedeiro infectadas por este parasito. Este é um dos primeiros trabalhos que
demonstra que o LPG de L. infantum participa na modula¢do da migracdo de células
dendriticas humanas infectadas, induzindo a migracéo, possivelmente contribuindo para
a apresentacdo de antigenos em linfonodos drenantes, e para a disseminagdo da doenca

em hospedeiros vertebrados. Estudos para melhor entender o papel do LPG no processo
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de adesdo e migracdo celular e sua relacdo a disseminacdo da doenca sdo fundamentais

para a concepg¢do de novas estratégias terapéuticas contra a leishmaniose.

CONCLUSAO
O LPG de L. infantum participa da modulagao da migracao de células dendriticas

humanas infectadas.

TITLE: Evoluation of the role of Ipg-2 in the migration of dendritic cells infected by Laishmania

infantum

ABSTRACT:
Introduction: the Leishmania is an intracellular parasite capable of causing damage to

the skin, mucosa and internal organs. The dissemination and homing of infected cells
containing parasite antigens are essential for the survival of the parasite in the host and
for the establishment of the lesion. Little is known about the migration of dendritic cells
infected by Leishmania as well as the mechanisms associated with this process.
Objective: to evaluate the role of LPG-2 (lipophosphoglycan glyconconjugate 2) in the
migration of dendritic cells infected by L. infantum. Methodology: We evaluated
migration, adhesion complex formation and actin dynamics in human dendritic cells
infected with wild-type Leishmania infantum, knockout for the LPG-2 gene or addback,
using the Transwell system and fluorescence microscopy. Results: Cells infected by L.
infantum knockout for LPG-2 showed a reduction in migration, formation of adhesion
complexes and actin dynamics in relation to the other groups. Conclusion: LPG-2 plays
an important role in modulating the migration of human dendritic cells infected by L.

infantum.

Keywords: Dendritic cell, Leishmania, Migration, LPG
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2 PROPOSTA DE SUBMISSAO

REVISTA: Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas

Normas editoriais:

1.1 Os trabalhos cientificos submetidos a publicacdo devem ser inéditos, ndo sendo
permitida a sua apresentacao simultanea em outro periédico, e versardo sobre temas das
areas médica, bioldgica e correlatas, enquadrados na seguinte classificacao:

Artigos originais — resultados novos e consolidados de pesquisa experimental ou tedrica,
apresentados de maneira abrangente e discutidos em suas aplicaces, compreendendo de

15 a 25 péginas.

1.2 Os trabalhos enviados para publicacdo devem ser inéditos, ndo sendo permitida a sua
apresentacdo simultanea em outro periodico. A Revista de Ciéncias Médicas e
Bioldgicas reserva-se todos os direitos autorais dos trabalhos publicados, inclusive de
traducdo, permitindo, entretanto, a sua posterior reproducdo como transcri¢cdo, com a

devida citacdo de fonte.

1.3 A Revista reserva-se ainda o direito de submeter todos os originais a apreciacao da
Comisséo de Publicacdo, do Conselho Editorial e da Comisséo de Etica, que dispdem de
plena autoridade para decidir sobre a conveniéncia de sua aceitacdo, podendo, inclusive,
reapresenta-los aos autores, com sugestdes para que sejam feitas alteracfes necessarias
no texto e/ou para que os adaptem as normas da Revista. Nesse caso, o trabalho sera
reavaliado pelos assessores e pelo Conselho Editorial. Os trabalhos ndo aceitos serdo
devolvidos aos autores. Os nomes dos relatores permanecerdo em sigilo, omitindo-se,

também, perante os relatores, os nomes dos autores.

1.4 Todos os trabalhos que envolvam estudos com seres humanos, incluindo-se 6rgaos
e/ou tecidos isoladamente, bem como prontuérios clinicos ou resultados de exames
clinicos, deverdo estar de acordo com a Resolugéo n.° 196/96 do Conselho Nacional de
Saude e seus complementos e ter sido aprovados por um Comité de Etica e Pesquisa a
serem consignados pela Comissdo de Etica da Revista. Nos relatos sobre experimentos

com animais, deve-se indicar se foram seguidas as recomendacdes de alguma instituicdo
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sobre o cuidado e a utilizacdo de animais de laboratdrio. O Parecer do Comité de Etica e
Pesquisa-CEP deve ser encaminhado como INSTRUMENTO DE PESQUISA no
momento da submissdo assim como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

assinado por um participante da pesquisa.

1.5 Os textos dos trabalhos ficam sob inteira responsabilidade dos autores, ndo refletindo

obrigatoriamente a opinido da Comissdo de Publicacdo e do Conselho Editorial.

1.6 A Revista podera introduzir alteragfes nos originais visando a manter a padronizagdo
e a qualidade da publicacdo, respeitados o estilo e a opinido dos autores. As provas
tipograficas ndo serdo enviadas aos autores, mas estes receberdo dois exemplares do

namero da Revista em que o trabalho for publicado.
1.7 Fotos coloridas serdo custeadas pelos autores interessados na sua publicacéo.

1.8 A assinatura da declaracdo de responsabilidade € obrigatoria. Sugere-se 0 seguinte
texto a ser incorporado aos anexos como INSTRUMENTO DE PESQUISA:

“Certifico(amos) que o artigo enviado a Revista de Ciéncias Médicas e Biologicas é um
trabalho original, sendo que o seu conteddo ndo foi ou ndo esta sendo considerado para

publicacdo em outra revista, seja no formato impresso ou eletronico”.
Data e assinatura

Os co-autores, devem assinar juntamente com o autor principal a supracitada declaracéo,
gue também se configurard como a concordancia com a publicacdo do trabalho enviado,

se este vier a serd aceito pela Revista.

Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas deverdo ser
apresentados de acordo com as normas a seguir, baseadas, principalmente, na Norma de

Vancouver :

2.1 Os textos deverdo ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e
digitados na fonte Times New Roman, corpo 12, com espaco de 1,5 cm, margem de 3 cm

de cada lado.
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2.2 As ilustracdes (graficos, desenhos, quadros, etc.) deverdo ser limitadas ao minimo
indispensavel, construidas preferencialmente em programa apropriado, como Excell,

Harvard, Graphics ou outro, fornecidas em formato digital

As fotografias deveréo ser fornecidas em papel ou em eslides ou cromo. A indicagédo do
tipo de ilustracéo (Figura, Quadro, etc.) deve estar localizada na parte superior da mesma,
seguida da numeracdo correspondente em algarismos arabicos (Figura 1-, Quadro 5-) e
do respectivo titulo precedido de travessao; a legenda explicativa deve ser clara e concisa,
em corpo 10. No caso de ilustracdes extraidas de outros trabalhos, sera necessario indicar
a fonte.

2.3 As tabelas estatisticas também serdo numeradas consecutivamente em algarismos
arébicos, mas apresentardo a respectiva identificagdo — p.ex., Tabela 1 - Titulo; Tabela
2 - Titulo, etc. — na parte superior, observando-se para a sua montagem as Normas de
apresentacao tabular do IBGE (1993).

2.4 Deverdo ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustracdes e as

tabelas serdo intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: os nomes compostos e dos elementos, em vez de suas
formulas ou simbolos; os periodos de tempo por extenso, em vez de em numeros;
binbmios da nomenclatura zooldgica e botanica por extenso e em italico, em vez de
abreviaturas; os simbolos matematicos e fisicos conforme as regras internacionalmente

aceitas; e 0s simbolos métricos de acordo com a legislagéo brasileira vigente.

2.7 No preparo do texto original, deverd ser observada, na medida do possivel, a estrutura
indicada em 2.7.1a 2.7.2, na mesma ordem em que seus elementos apresentam-se a

sequir.

2.7.1 Elementos pré-textuais

a) Cabecalho, em que devem figurar:
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e 0 titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as
informagdes necessérias para a sua identificagdo. Quando os artigos forem em
portugués, deve-se colocar o titulo e o subtitulo em portugués e inglés; quando os
artigos forem em inglés, francés ou espanhol, na lingua em que estiverem
redigidos e em portugués;

e 0(S) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulacdo mais importante e
vinculo empregaticio (se houver), a qual sera a ser inserida em nota de rodapé
juntamente com o endereco profissional completo, inclusive telefone e e-mail do

autor ou co-autoria, principal do trabalho.

b) Resumo (portugués) e Abstract (Inglés)- Apresentacdo concisa e estruturada dos
pontos relevantes do texto, de modo a permitir avaliar o interesse do artigo, prescindindo-
se de sua leitura na integra. Para a sua redacdo e estilo, deve-se observar o que consta na
NBR - 6028/1990 da ABNT, e ndo exceder as 250 palavras recomendadas. Se o texto for

em outra lingua espanhol ou francés mesmo procedimento.

c) Palavras-chave e Keywords — palavras ou expressdes que identifiqguem o contetdo do
texto (no maximo 5) e constem no Descritores em Ciéncias de Saude (DeCS), no

endereco eletrénico http://decs.bvs.bre/ ou MeSH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

2.7.2 Texto

a) Introducéo — Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo com
outros trabalhos na mesma linha ou &rea. Extensas revisdes de literatura devem ser
evitadas e, quando possivel, substituidas por referéncias aos trabalhos bibliograficos mais
recentes, em que certos aspectos e revisdes ja tenham sido apresentados. Os trabalhos e
resumos originarios de dissertagdes ou teses devem sofrer modificacfes, de modo a se
apresentarem adequadamente como um texto em nova formatacao e atendendo as demais

exigéncias da Revista em relagdo a ilustracdes, fotos, tabelas, etc.

b) Materiais e métodos — A descricdo dos métodos usados deve ser suficientemente clara
para possibilitar a perfeita compreensédo e repeticdo do trabalho, ndo sendo extensa.
Teécnicas ja publicadas, a menos que tenham sido modificadas, devem ser apenas citadas

(obrigatoriamente).


http://decs.bvs.br/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh
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¢) Resultados — Devem ser apresentados com o minimo possivel de discussdo ou
interpretacdo pessoal, acompanhados de tabelas e/ou material ilustrativo adequado,
quando necessario. Dados estatisticos devem ser submetidos a analises apropriadas.

d) Discussdo — Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados
alcancados, relagdo com o conhecimento j& existente, evitando-se hipoteses ndo

fundamentadas nos resultados.
e) Conclusdes — Devem estar baseadas no proprio texto.
2.7.3 Elementos pos-textuais

a) Referéncias — Devem ser elaboradas de acordo com o Padrdo Vancouver
(International Committee of Medical Journal Editors -ICMJE). As referéncias dever ser
organizadas em ordem numeérico crescente (algarismos arabicos), utilizando duas
maneiras para as citacdes no texto o sistema numeérico sobrescrito and interfere with the
bacterial system  and  tissue system.” 34710 gy alfanumérico um
autor Gatewood 3! (2012), dois autores Cotti, Santos 2 (2016), trés autores Azer, Safi,
Almeida 23 (2011) e mais que trés autores Silva et al.® (2013). As abreviaturas dos titulos
dos periddicos citados devem estar de acordo com as bases e/ou Portal de revista BVS,
Medline ou LILACS. A exatidao das referéncias € de responsabilidade dos autores. Serdo
incluidas na lista final todas as referéncias de textos que contribuiram efetivamente para
a realizacdo do trabalho, as quais, no entanto, de 20, exceto artigos de revisao ja 0s
originais ndo devem ultrapassar o0 nimero maximo de 35. Quanto aos trabalhos citados
no texto, todos serdo obrigatoriamente incluidos na lista de Referéncias. Informacdes
verbais, trabalhos em andamento ou ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de
Referéncias; quando suas citacdes forem imprescindiveis, os elementos disponiveis serdo

mencionados no rodapé da pagina em que ocorra a citacao.
b) Agradecimentos (quando houver).

c¢) Data de entrega dos originais a redacédo da Revista.



