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RESUMO

A leishmaniose tegumentar, causada por Leishmania (L.) amazonensis, estd amplamente
distribuida em todo territdrio nacional, manifestando-se como lesdes graves disseminadas no
homem e animais. Durante a invasdo de microorganismos, cé¢lulas fagociticas sdao ativadas,
sendo que um dos eventos sinalizadores ¢ a fosforilagdo de substratos pela enzima fosfatidil-
inositol-3-quinase (PI3K), que mediante uma ampla variedade de estimulos extracelulares,
gera produtos lipidicos especificos que propagam sinais intracelulares através de proteinas
mediadoras subseqiientes, gerando fluxos secundarios de sinalizagdo. No processo de invasao,
ocorre o recrutamento do citoesqueleto e fusdo com lisossomos para a formacdao do
fagolisossomo. A modulacao, por patdogenos, da sinalizagdo dependente da via PI3K na célula
hospedeira ¢ uma importante estratégia para estabelecimento da infec¢do e sobrevivéncia
intracelular destes organismos. Objetivamos estudar a maturagdo de fagolisossomos de L.(L.)
amazonensis através da marcagdo de F-Actina e Proteina de Membrana Associada a
Lisossomos (LAMP-1), bem como o papel da PI3K no processo de invasdo celular e
maturagdo dos fagolisossomos de L.(L.) amazonensis. Macrofagos peritoneais murinos,
tratados ou ndo com wortmanina (um inibidor da via PI3K), foram infectados com
promastigotas de L.(L) amazonensis. Para validar a participagdo desta via na invasdo por esta
espécie de Leishmania, os macrofagos foram transfectados com plasmideo GFP-PLC-8-PH,
com homologia com a regido de PI(4,5)P2, um componente da via de fosforilacdo PI3K, apos
o qual foram infectados. Nossos resultados demonstraram que durante o processo de
maturacao de fagolisossomo de L.(L.) amazonensis, ha primeiramente um recrutamento de F-
actina para formacao do fagossomo/endossomo precoce, sendo que a F-actina despolimeriza
quando ha fusdo com lisossomos, evidenciado pelo recrutamento de LAMP-1, marcador de
lisossomos. Os processos de invasdo e fusdo lisossomal de L.(L.) amazonensis demonstraram
clara dependéncia da atividade de PI3K, evidenciado pela diminui¢dao desses processos pelo

inibidor de PI3K, a wortmanina.
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ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis caused by Leishmania (L.) amazonensis is largely distributed
throughout the country and can manifest as severe and disseminated lesions in man and other
animals. During microorganism invasion phagocytes are activated and one of the signs of this
activation is the phosphorylation of specific substrates by the enzyme phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K), which is in its turn activated by a variety of extracellular signals, generating
lipid products that will serve as mediator in signal transduction downstream. During parasite
invasion of the host cells there is recruitment of cytoskeleton proteins to form a phagosome,
followed by fusion with lysosomes to generate the phagolysosome, where the parasites will
thrive. Modulation of PI3K signaling pathways by parasites are important strategies for the
establishment of the infection and intracellular survival of intracellular parasites. In this study
we aimed to investigate the maturation of the phagolysosome of L. (L.) amazonensis through
the labeling of F-actin and LAMP-1, as well as to determine the role of PI3K on the invasion
process by L. (L.) amazonensis. Murine peritoneal macrophages treated or not with
wortmannin (an inhibitor of the PI3K pathway) were infected with L. (L.) amazonensis
promastigotes. To validate the role of this pathway by this species of Leishmania,
macrophages were transfected with GFP-PLC-6-PH plasmid, which has homology with
PI(4,5)P2, a component of the PI3K pathway, after which they were infected. Our results
demonstrated that, during the maturation of L. (L.) amazonensis phagosomes, there was
initially F-actin recruitment to the nascent phagosome/endosome, which disappeared after
fusion with lysosomes, as shown by the recruitment of LAMP-1, a lysosomal marker. The
processes of invasion and lysosomal fusion of L. (L.) amazonensis demonstrated a clear
dependency of PI3K activity, as it was demonstrated by the inhibition of these processes by

the PI3K inhibitor wortmannin.

11



1= Introducdo

12



1.1 - Leishmanioses

As leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema de saude
publica e representam um complexo de doengas com importante espectro clinico e diversidade
epidemiologica. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) estima que 350 milhdes de pessoas
estejam expostas ao risco de infec¢do com registro aproximado de dois milhdes de novos
casos das diferentes formas clinicas ao ano (Ministério da Saude/FIOCRUZ).

A doenga denominada leishmaniose ¢ infecto-parasitaria, causada por varias espécies
de protozoario do género Leishmania ssp. € pode apresentar diferentes formas clinicas, com
sintomas variando desde uma lesdo cutanea limitada as formas disseminadas, cutinea difusa,
mucocutanea ou leishmaniose visceral, dependendo da espécie de Leishmania envolvida e da
relagdo parasita-hospedeiro (HERWALDT, 1999; GONTIJO, CARVALHO, 2003;
AWASTHI et al., 2004; MAIA et al., 2007; GIUDICE, 2007; NADERER, MCCONVILLE,

2008).

Um total de aproximadamente 21 espécies de Leishmania foi identificado como
patogénico para o homem (SINGH, 2006). Existem basicamente trés formas clinicas da
leishmaniose, dentre as varias espécies de Leishmania. A leishmaniose visceral (LV), causada
por L.(d) infantum, L. (d) donovani e L.(d) chagasi, dissemina em 6rgdos como figado, baco e
medula 6ssea, podendo ser fatal se ndo tratada. A leishmaniose mucocutanea (LMC) que pode
cursar com lesdes extensivas e desfigurantes nas membranas mucosas do nariz, da boca e da
garganta, sendo ocasionada pelas espécies L. (viannia) braziliensis e L. (v) guyanensis. A
leishmaniose cutanea (LC) pode produzir numerosas tlceras na pele, causada pelas espécies L.

major, L. tropica, L. mexicana e L.(Leishmania) amazonensis.
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A leishmaniose tegumentar (LT) constitui um problema de satide publica em 88 paises,
distribuidos em quatro continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual de 1
a 1,5 milhdes de casos. E considerada pela Organizagio Mundial da Saude (OMS-1997), como
uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo sua alta prevaléncia e capacidade de

produzir deformidades (Ministério da Satide/FIOCRUZ).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) ocorre nas Américas desde o Sul dos
Estados Unidos até o norte da Argentina, sendo o foco mais importante sul-americano, que
compreende todos os paises, com excecao do Uruguai e do Chile ( GONTIJO, CARVALHO,

2003).

No Brasil a LTA, tem como principal espécie envolvida e de maior prevaléncia no
homem ¢ a L. (Viannia) braziliensis, que foi a primeira espécie de Leishmania descrita e
incriminada como agente etiologico da LT, de importancia ndo s6 no Brasil, mas em toda a
América Latina. Esta espécie possui ampla distribuicdo, desde a América Central até o norte
da Argentina e no Brasil encontra-se amplamente distribuida em todo seu territorio. Outra
espécie envolvida na LTA ¢é a Leishmania (Leishmania) amazonensis, cuja doenca tem
aumentado nos ultimos anos, com surtos epidémicos nas regides Sudeste, Centro-Oeste,

Nordeste e Amazonica (GONTIJO, CARVALHO, 2003; Ministério da Satde/FIOCRUZ).

O ciclo de transmissao da Leishmania (Leishmania) amazonensis ocorre em areas de
florestas primdrias e secundarias da Amazonia Legal (Amazonas, Pard, Rondonia, Tocantins e
Maranhao), e também ¢ verificado nos estados das regides Nordeste (Bahia), Sudeste (Minas
Gerais ¢ Sao Paulo), Centro-Oeste (Goias) ¢ Sul (Parand). Seu principal vetor, Lutzomyia
flaviscutellata, apresenta ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado em diferentes

habitats de paises fronteirigos ao Brasil ¢ nos estados do Acre, Amapa, Amazonas, Para,
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Rondonia, Roraima, Tocantins, Bahia, Ceara, Maranhdo, Distrito Federal, Goias, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Espirito Santo, Minas Gerais e Sdo Paulo, ocorrendo em matas
umidas, onde apresenta densidade elevada. A L.(L.) amazonensis causa ulceras cutaneas
localizadas e, ocasionalmente, alguns individuos podem desenvolver o quadro classico da

leishmaniose cutanea difusa (LCD) (Ministério da Saude/FIOCRUZ).

As espécies de Leishmania possuem um ciclo de vida digenético (heteroxénico),
vivendo alternadamente em hospedeiros vertebrados (forma amastigota) e insetos vetores,
particularmente os mosquitos flebotomineos da espécie Lutzomyia (forma promastigota). No
intestino médio do mosquito, definem-se dois estagios de desenvolvimento: prociclico e
metaciclico. No estdgio prociclico o parasita ataca o epitélio das células do intestino do
mosquito e possuem baixa viruléncia. Na fase metaciclica, os parasitas sdo virulentos,
infectam a célula hospedeira no homem e animais e causam a doenga (da SILVA, SACKS,

1987).

Promastigotas sdo inoculadas no interior da derme de mamiferos durante o repasto
sanguineo do mosquito e sdo fagocitadas por macréfagos nos quais se transformam em
amastigotas. Esta diferenciacdo inicia-se em 4 horas apds fagocitose e perdura no minimo 5

dias (GALVAO-QUINTAO et al., 1990; COURRET et al., 2001).

Apoés a infeccdo, muitas promastigotas de Leishmania sdo rapidamente mortas no
espago extracelular. Entretanto, algumas escapam do meio extracelular e sobrevivem
infectando as células granuldcitos polimorfonucleares (PMN), particularmente os neutrofilos
(SUNDERKOTTER et al., 1993; SOLBACH, LASKAY, 2000) onde permanecem no estagio
promastigota sem multiplicarem-se. Ap6s 42 horas, macréfagos migram para o tecido

infectado e fagocitam restos de PMN que sofreram apoptose e abrigam parasitas em
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quantidade maior que o numero de promastigotas livres extracelulares (AGA et al, 2002; VAN

ZANDBERGEN, 2004).

1.2-  Fagocitose por macrofagos e biogénese do fagolisossomo

Fagocitose ¢ a forma pela qual macrofagos internalizam grandes particulas, um
processo mediado por receptor e ¢ iniciado pela interacdo entre ligantes intrinsecos da
particula (no caso de fagocitose ndo opsoOnica) ou opsoninas (tais como componentes do
complemento e imunoglobulinas) com receptores do fagocito (ANDEREM, UNDERHILL,
1999; VIEIRA, et al., 2002). O vacuolo resultante, inicialmente formado pela invaginacao da
membrana plasmatica, ¢ denominado fagossomo. Estes, recentemente formados, passam por
muitas transformagdes e interagem com organelas endociticas, um processo referido como
maturagdo do fagossomo, o qual leva a formacdo do fagolisossomo (ANDEREM,
UNDERHILL, 1999; VIEIRA, et al., 2002).

A cinética de infeccdo por L.(L.) amazonensis visualizada por cinematografia revelou
que, apds o parasita ligar-se ao macrofago, observa-se um longo e tubular pseudopodo
envolvendo firmemente seu corpo celular ou flagelo; ou entdo, formando um enrugamento
semelhante a dobras ao redor da promastigota. Muitas vezes, parasitas sdo fagocitados com o
corpo celular entrando primeiro, mas a ingestdo se inicia principalmente pelo flagelo. Em
alguns casos, promastigotas interagiram com macrofagos via seus flagelos (0 a 15 segundos),
mas se viraram rapidamente (16 segundos) e finalmente entraram no macrofago pelo corpo
celular em 37 a 61 segundos pos-infeccao (COURRET et al., 2002).

A maioria, ou sendo todas as promastigotas fagocitadas, estavam localizadas em

organelas que rapidamente adquiriram propriedades fagolisossomais. Apds 30 minutos,
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LAMP-1 (Proteina de Membrana Associada a Lisossomo-1), macrosialina, catepsinas B ¢ D
foram detectadas em 70-98% destes compartimentos e aproximadamente 70% foram marcados
pela proteina Rab7 (COURRET et al., 2002) que controla a agregacao e fusao de lisossomos
ou estruturas endociticas tardias (CHAVIER et al., 1990; BUCCI et al., 2000). Catepsinas A e
B sdo duas hidrolases acidas concentradas principalmente em lisossomos de macrofagos
(RODMAN et. al.,, 1990; CLAUS et. al.,, 1998). LAMP-1 ¢ uma proteina altamente
glicosilada constituinte de endossomos tardios e lisossomos. Nestes, LAMP-1 representando
cerca de 50% das proteinas na membrana lisossomal (HUNZIKER, GEUZE, 1996;
WINCHESTER, 2001).

Recentes estudos tém destacado a importancia da fun¢do endossomo-lisossomo na
diferenciacdo e viruléncia do parasita em macrofagos e linhagens de camundongos
susceptiveis. Durante a transi¢do através dos diferentes meios extra- e intracelular, Leishmania
esta exposta a diversas condi¢des, como variagdes na disponibilidade e tipos de nutrientes, no
pH, na temperatura e oxigénio (BESTEIRO et al., 2007).

Para sobreviver intracelularmente, parasitas utilizam diversas estratégias para alterar a
atividade celular (SWANSON et al.,, 2002). Por exemplo, Mycobacterium tuberculosis
paralisa a maturacdo do fagossomo e replica em um vacuolo similar ao endossomo precoce
(STURGILL-KOSZYCKI et al., 1994). No caso da Leishmania, associado ao uso de um ciclo
bifasico adaptado para diferentes ambientes, promastigotas modulam a composi¢do molecular
do fagossomo precoce apds sua formacao (BESTEIRO et al., 2007).

Englobamento de promastigotas de Leishmania por macrofagos ¢ iniciado pelo
reconhecimento de moléculas receptoras de superficie pelo parasita e a célula hospedeira.
Duas das principais moléculas do parasita, LPG (Lipofosfoglicana) e gp63, estdo

provavelmente envolvidas na ligacdo, visto que interagem com unidades C3b e C3bi do
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complemento (ELHAY et al., 1990). No caso de fagossomos abrigando promastigotas de L.
donovani, interagdes com endossomos tardios e lisossomos sdo inibidas (DESJARDINS,
DESCOTEAUX, 1997). Utilizando promastigotas mutantes defeituosas em fosfoglicanas,
autores demonstraram que esta inibi¢ao da maturacao do fagossomo ¢ dependente de dominios
de unidades repetitivas LPG e rapidamente os fagossomos contendo as promastigotas maturam
rapidamente para fagolisossomos positivos para Rab7 e LAMP-1 (DESJARDINS,
DESCOUTEAUX, 1997; SCIANIMANICO et al., 1999).

Enquanto promastigotas de L. donovani e L. major inibiram a maturacdo do
fagossomo, ndo necessariamente isto ocorreu em todas as espécies de Leishmania. Um
exemplo marcante ¢ L.(L.) amazonensis, no qual macrofagos infectados demonstraram nao
sofrer o recrutamento de proteinas em suas membranas fagossomais ou reduzir a interacao

com vias endociticas lisossomais (COURRET et al., 2002).

1.3- Actina

A actina ¢ o maior componente dos filamentos finos das células musculares e do
sistema citoesqueletal de células ndo musculares, e esta presente em todos os eucariontes.

A actina ¢ uma proteina que, em conjunto com a miosina e moléculas de ATP, gera
movimentos celulares e musculares. A actina polimerizada forma os microfilamentos de actina
importantes na composi¢ao do citoesqueleto (WIKIMEDIA FOUNDATION, 2009).

Os microfilamentos podem interagir com um grande nimero de outras estruturas e
adquirir propriedades através de varias moléculas (proteinas ligantes de actina). Este grupo de

proteinas pode ainda mediar a interagdo dos microfilamentos com outras estruturas celulares,
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membranas, ou funcionar como motores, agrupadas na familia das miosinas.(WIKIMEDIA

FOUNDATION, 2009)

1.4-  Filamentos de F-actina

Sdo constituidos pela polimerizagdo da proteina globular actina G, originando os
filamentos de actina F. O modelo mais aceitavel ¢ o de um filamento helicoidal formado por
uma cadeia simples de mondmeros. Os filamentos estdo presentes no citoplasma das células
eucariotas sob a forma de feixes de filamentos paralelos ou redes de filamentos anastomosados

com 5-7 nm de didmetro (WIKIMEDIA FOUNDATION, 2009).

1.5-  Recrutamento de F-actina por Leishmania

Nos primeiros estagios da fagocitose, receptores reconhecem particulas antigénicas que
levam a um acumulo localizado de F-actina no sitio de internalizagdo e inicio de um calice
fagocitico rico em F-actina ao redor do fagossomo (MAY, MACHESKY, 2001;
CASTELLANO et al., 2001). Em alguns casos, protuberancias do citoplasma, guiadas por
componentes motores derivados de actina, também auxiliam no envolvimento da particula
(GREENBERG, 1999). Estes eventos iniciais sdo seguidos por ativacdo de quinases,
mudangas no metabolismo de fosfolipides e trafegos de membrana (MAY, MACHESKY,

2001; CASTELLANO et al., 2001).

Um estudo realizado para determinar se a presenca de F-actina varia com o estadgio do

parasita, macrofagos de camundongos Balb/c foram infectados com L.(L.) amazonensis e a
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infec¢do avaliada em diferentes tempos com o marcador de actina fluorescente (faloidina). Os
autores demonstraram que apds 10 minutos, aproximadamente 40-55% de promastigotas
metaciclicas ou amastigotas estavam circundadas por F-actina. Neste estdgio, a maioria dos
parasitas marcados por F-actina encontrava-se em processo de fagocitose. Apds completa
internalizagdo, a percentagem de parasitas marcados por F-actina diminuiu rapidamente para
5-10% em 1-2 horas pos-infecgdo (COURRET et al., 2002).

Neste periodo, F-actina foi visualizada geralmente como um espesso/denso anel ao
redor do corpo celular da promastigota e amastigota ou adotou a forma de uma “manga” ao
redor do flagelo de promastigotas. Em promastigotas, F-actina estava frequentemente
concentrada ou ao redor do corpo celular ou do flagelo e com menor freqiiéncia ao redor de
ambas as partes. Isto sugere que F-actina sequencialmente polimeriza e despolimeriza ao
longo do parasita durante sua internalizardo. Presenca de actina nas “dobras” formadas no

ponto de entrada de alguns parasitas foi também observada (COURRET et al., 2002)

1.6- Fosfolipidios de membrana e ativa¢do de PI3-quinase (PI3K)

Fosfoinositideos sdo fosfolipides acidos da membrana celular com mio-inositol no
grupo principal. O componente base, fosfatidilinositol (PI), pode ser fosforilado nas posi¢oes
3, 4 e 5 no anel inositol em cada combinagdo, dando origem a poli-fosfoinositideos de baixa
abundancia. Estes lipideos encontram-se primariamente no folheto interno da membrana
citoplasmatica e marcam a identidade dos compartimentos de membrana sub-celulares
especificos, servem como sitios de reconhecimento para proteinas citoplasmaticas especificas
e atuam como segundo mensageiro, modulando a atividade de algumas proteinas de

membrana (SUH, HILLE, 2008).
20



O termo PI3K (fosfatidil-inositol 3-quinase) ¢ aplicado para a familia das quinases que
fosforilam a posicdo D-3 do anel inositol de lipideos alvos (RAMEH, CANTLEY, 1999).
PI3K ¢ um eixo central, através do qual, muitos sinais sdo repassados antes de ser
especializados em fluxos secundarios de sinalizagdo (MEDINA-TATO et al., 2007).

As enzimas da classe I de PI3K fosforilam fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PI[4,5]P2)
para produzir fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PI[3,4,5]P3), um segundo mensageiro critico
que propaga sinais intracelulares através de proteinas mediadoras subseqiientes na cascata de
sinalizagdo (RAMEH, CANTLEY, 1999) .

PIP2 ¢ encontrado principalmente na membrana plasmatica. Apesar de ser o mais
abundante poli-fosfoinositideo presente na membrana, PIP2 corresponde a somente 1% dos
lipideos acidos em toda a célula (MCLAUGHLIN et al, 2002; XU et al, 2003;
HILGEMANN, 2007).

Iniciando no final dos anos 70, PIP2 recebeu bastante atengdo como substrato para
clivagem pela enzima fosfolipase C (PLC), uma reacao que produz dois segundos mensageiros
classicos, inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) soluvel o diacilglicerol (DAG) ligado a membrana. Por
sua vez, IP3 e DAG foram descobertos por sua atuacdo na liberacdo de Ca*" dos
armazenamentos intracelulares e para recrutar e ativar proteina quinase C (PKC),
respectivamente, e deste modo os produtos da clivagem de PIP2 sdo componentes de duas
principais vias de sinalizagdo. Somente em 1990 o papel de PIP2 foi descoberto
completamente (SUH, HILLE, 2008).

PIP2 ¢ necessario para operagdo de determinados canais de ions e transportes na
membrana plasmatica e a temporaria deplecdo de PIP2 durante sinalizagdo por PLC paralisa

temporariamente estas fungdes. Por exemplo, PIP2 ¢ claramente conhecido para regular a
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atividade de canais de potassio (Kir), canais de receptor de potencial transitorio (TRP) e
transportadores de fons como os canais de troca de Na'/Ca*" (SUH, HILLE, 2008).

Varios relatos da sensibilidade de PIP2 estdo estabelecidos, mas sua relevancia
fisiologica ainda se encontra sob investigacdo. Na biologia celular, PIP2 também atua como
uma ancora alvo para proteinas que catalisam endocitose e exocitose, para moléculas de
pequeno peso molecular (GTPases), e para componentes do citoesqueleto de actina (SUH,
HILLE, 2008).

PI(3,4,5)P3 atua como um sitio de armazenamento/ativagdo da membrana plasmatica,
recrutando e ativando proteinas contendo dominios ligados a fosfolipides. Estes efeitos
decorrentes de PI3K incluem proteinas quinases que promovem crescimento celular,
sobrevivéncia e proliferagdo (como as Akt, PDKI e a familia de quinases Tec); as GAPs, que
regulam a mobilidade celular mediada por GTPases e trafego de membrana (WELCH et. al.,
2002; SHINOHARA et al., 2002); proteinas de suporte (Gab2, p.ex.) que nucleiam a
montagem de complexos chave de sinalizacdo (VANHAESBROECK et. al., 2001;
PARRY et. al., 2007).

A classe I PI3K ¢ a mais estudada das PI3K e a maioria das pesquisas foca sobre esta
isoforma. Comparativamente, pouco se conhece sobre a Classe II PI3Ks, suspeitando ter um
papel no trafego de vesiculas associados a clatrina (DOMIN et. al., 2000), particularmente
pelo fato de PI3K de classe II ser refratdria a inibi¢do por wortmanina e LY2940002, os mais
amplamente inibidores utilizados de PI3K (DOMIN et. al., 1997). Finalmente, as PI3K de
classe III ndo produzem aparentemente sinalizagdo por inositol-lipidio, embora tenham sido
recentemente sugeridas como importantes na sinalizagcdo de receptores Toll-like (TLR) (KUO

et. al., 2006).
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A classe I de PI3K ¢ dividida em subclasses IA e IB baseada na subunidade reguladora.
A classe de quinases IA sdo heterodimeros compostos de uma subunidade reguladora p85 e
uma subunidade catalitica p110. A subunidade P85 liga a varias tirosinas quinases para ativar
a subunidade p110 e moléculas subseqiientes. A subunidade catalitica p110 compreende
quatro isoformas, p110 a, B, y e 8 (HENNESSY et. al., 2005; VANHAESEBROECK et. al.,
2005).

PI3Ka ¢ conhecida por desempenhar um importante papel na tumorigénese devido a
alta freqiiéncia de mutagdes que foram detectadas no gene codificador da subunidade p110a
de PIK3CA em canceres humanos (SAMUELS et al., 2004; LEVINE et al., 2005; WHYTE,
HOLBECK, 2006); ¢ esta isoforma também esta envolvida na sinalizacdo de insulina e
metabolismo da glicose (KNIGHT et al., 2006). Foi demonstrado que PI3Kf possui atividade
de agregacdo plaquetaria e por isso pode estar envolvida no desenvolvimento de doencas
relacionadas a trombose (JACKSON et al., 2005) As quinases PI3Ky e PI3Ko desempenham
papeis na inflamagdo e no sistema imune (HIRSCH et al., 2000; LI et al., 2000; SASAKI et

al., 2000; SADHU et. al., 2003; BARBER et. al., 2005; CAMPS et. al., 2005).

1.7 Inibidores da PI3K

Em recentes anos, o desenvolvimento de inibidores especificos destas isoformas tem
atraido atencdo entre pesquisadores e companhias farmacéuticas, aguardando o surgimento de
novas drogas candidatas especificamente para o tratamento do cancer (PI3Ka), tromboses
(PI3Kp) e doengas inflamatérias (PI3Ko6 e PI3Ky) com minimos efeitos colaterais (KONG,
YAMORI, 2007). Os desafios terapéuticos sdo para alcancar o controle da ativagdo patologica,

focando as individuais isoformas de PI3K, que poderdo fornecer a chave para o entendimento
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e controle de PI3K em doencas. Diante disto, o uso de inibidores farmacoldgicos especificos,
bem como tecnologias moleculares e marcagdo génica, t€tm promovido discernimento dos
diferentes papeis de cada membro da familia PI3K (MEDINA-TATO et al., 2007).

Diversos inibidores de PI3K foram reportados demonstrando efeitos anti-cancer in
vivo. Inibidores de primeira geracdo LY294002 (VLAHOS et al., 1994) e wortmanina
(OKADA et al.,, 1994) foram estudados e no entanto, falharam na triagem clinica por
causarem toxicidade a derme e figado, respectivamente (HU et al., 2000; IHLE et al., 2004).
PX-866, um analogo da wortmanina, demonstrou diminui¢do da toxicidade hepatica, mas
causou hiperglicemia e decréscimo na tolerancia a glicose (IHLE et al., 2005;
KONG,YAMORI, 2007).

Wortmanina ¢ um metabolito de fungo que foi primeiramente isolada de Penicillium
wortmanni no inicio de 1957 (BRIAN et al., 1957) e sua estrutura foi elucidada 15 anos apos
(PETCHER, KIS, 1972). A droga foi primeiramente descrita pela atividade antiinflamatoéria
(WIESINGER, 1974). Relatos posteriores identificaram-na como um potente inibidor da PI3K
(ARCARO, WYMANN, 1993; OKADA et al., 1994; POWIS et al., 1994) e também como
inibidor da quinase da cadeia leve de miosina. Ao contrdrio de muitos inibidores de quinase,
wortmanina inibe PI3K de maneira ndo competitiva com ATP por ligacdo covalente com PI3K
(NAKANISHI et al., 1992; OKADA et al., 1994; POWIS et al., 1994).

Wortmanina demonstrou uma potente inibicdo no crescimento celular, com agdo
antitumoral in vivo, mas causou toxicidade hepatica. Em adicdo, sua baixa solubilidade e
estabilidade levaram a sua descontinuacdo antes dos ensaios clinicos (IHLE et al., 2004).

Entretanto, LY294002 e wortmanina t€ém sido usados amplamente como ferramenta
para investigar diversos sinais no processo de transducao envolvendo PI3K. Nos ultimos cinco

anos, diversos inibidores especificos da PI3K tém sido desenvolvidos como NVP-BEZ235,
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SF1126 e ZSTK474 que demonstraram serem drogas promissoras na terapia do cancer
(KONG, YAMORI, 2008, 2009; KONG et al., 2009; LIU, 2009).

A atividade de PI3K durante invasdo de células com promastigotas de Leishmania foi
somente verificada em um estudo que demonstrou o papel da sinalizagao PI3K em conferir
resisténcia da célula hospedeira para apoptose (RHULAND et al., 2007), sem esclarecer os

processos de biogénese e maturagdo dos fagolisossomos neste processo.
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2.1 Gerais

1. Verificar a maturagdo de fagolisossomos de L.(L.) amazonensis através da marcagdo de

F-Actina e LAMP-1 em macrofagos murinos.

2. Determinar o papel da PI3K no processo de invasdo celular e maturacdo dos

fagolisossomos de L.(L.) amazonensis em macroéfagos murinos.

2.2 Especificos

1. Observar a cinética de infec¢do por promastigotas de L. (L.) amazonensis em
macrdofagos murinos Balb/C, susceptiveis a doenga.

2. Observar a cinética de marcacdo de F-actina e LAMP-1 na infec¢do por L.(L.)
amazonensis.

3. Verificar a biogénese e maturagdo do fagolisossomo através de marcador especifico
LAMP-1 durante a infecgao.

4. Inibir a via PI3K pelo inibidor especifico (wortmanina) na infec¢do por L.(L.)
amazonensis.

5. Verificar o recrutamento de PIP2 em macrofagos transfectados com plasmideo

especifico, na infec¢do por L.(L.) amazonensis.
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3= Material e Métodos

28



3.1 Cultura de parasitas

Promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PHS8) foram cultivadas
em garrafas de cutura estéreis contendo meio Schneider’s Insect Medium (LGC Biotecnologia,
Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil), 100 ng/mL
de gentamicina e 2mM de L-glutamina (Gibco, Gaithersburg, MD, EUA), a 23°C em caixas
térmicas fechadas. Parasitas foram mantidos virulentos por inoculagdo periddica de 3x10°
parasitas na pata traseira de hamsters.Os repiques da cultura foram realizados a cada 2 dias
mantendo-se ImL da cultura com boa viabilidade dos parasitos e adicionando-se 3 mL de
novo meio Schneider’s. Somente garrafas de cultura contendo promastigotas na fase

estacionaria foram utilizados nos experimentos de infec¢ao.

3.2-Cultura de macrofagos peritoneais

Macroéfagos inflamatorios peritoneais de 3 camundongos Balb/c machos, quatro a oito
semanas de idade, foram colhidos com 3mL de meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) da cavidade peritoneal dos camundongos previamente estimulados, por 48 horas,
com ImL de meio tioglicolato de s6dio 3% via intraperitoneal (Gibco). Os procedimentos de
sacrificio e extracdo de células seguiram as normas do COBEA. As células foram
centrifugadas e ajustadas para 1x10%mL em meio DMEM suplementado com 12,5mM
HEPES, 2g/L bicarbonato de sédio, 2mM de L-glutamina, 50ug de gentamicina/mL e 10% de
soro fetal bovino inativado por calor, estéril (meio completo). A suspensdo de células foi
colocada sobre laminulas de vidro de 13mm de didmetro dispostas em placas estéreis de 24
pogos (Corning Corporation, Cambridge, MA, USA) a uma densidade de 2x10°/500pL/pogo ¢
incubadas por 2 horas em atmosfera umidificada com 5% de CO, a 37°C para permitir a

aderéncia das células.Apds 24 horas, o meio contido nos pogos das placas foram retirados e
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posteriormente lavados (1 vez) com meio incompleto (sem SFB) para remog¢ao de macrofagos

que nao aderiram a superficie da laminula.

3.3-Cultura de macrofagos J774

Macroéfagos murinos (células de linhagem J774 G8) foram cultivados, nas mesmas condigdes
acima, a 37°C 5% de CO, em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino,
inativado por calor, estéril (SFB), 10mM Hepes, pH 7.2, 100 U/mL penicilina e 100/pg/ml

estreptomicina.

3.4 Infecgdo dos macrofagos e imunofluorescéncia

Macroéfagos inflamatdrios murinos foram utilizados no ensaio para cinética de infecgdo
com promastigotas de L. (L.) amazonensis, sendo que macrofagos foram infectados por 15
minutos, 30 minutos, 1, 3, 6, 12 e 24 horas. Em todos os tempos foi feita marcacdo de LAMP-
1 e faloidina. Para os experimentos de tratamento ou ndo com wortmanina, foram utilizados os
tempos de 30 minutos, 1 e 3 horas. Wortmanina foi acrescentada as culturas de macrofagos
(1uM) 30 minutos antes da infec¢do com promastigotas. As culturas foram enxaguadas seis
vezes com PBS e formas promastigotas (10 parasitas/célula) viaveis de L.(L.) amazonensis, na
fase estacionaria de crescimento, foram adicionadas em pocos de cultura contendo macrofagos
aderidos. As placas foram centrifugadas a 1500xg por 5 minutos, apds os quais, 0s parasitas
foram incubados com as células em camera umida, 37°C, 5% CO; por 15 minutos. Neste
momento, as promastigotas que nao aderiram foram removidas por trés lavagens com PBS e
as culturas foram novamente incubadas por 30 minutos, 1 ou 3 horas, quando as laminulas
foram fixadas com paraformaldeido a 3,5%. As laminulas foram transferidas para outra placa

e mantidas submersas nos pogos das placas contendo solu¢do PGN (tampao fosfato, pH 7,2
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0,1M contendo 0,25% de gelatina e 0,1% de azida s6dica) a 4°C até o momento da marcagao
(ideal ap6s 24 hs) ou por no maximo 1 més.

O processo de marcacao foi realizado em gotas (10uL) dispostas sobre filme plastico
(Parafilm-M, EUA) envolvendo a tampa da placa onde as laminulas foram colocadas, com a
face contendo as células em contato com a solucao. Esta consistiu do marcador fluorescente
desejado diluido em PGN contendo saponina a 0,1 % (PGN-saponina) de acordo com a
indicacdo do fabricante ou teste de dilui¢do prévio. Para as marcagdes, utilizou-se
primeiramente o anticorpo monoclonal anti-LAMP-1 murina, produzido em rato, e diluido em
solugdo PGN-saponina (1:10) durante 60 minutos, temperatura ambiente. Posteriormente, as
laminulas foram enxaguadas trés vezes em PBS e dispostas por 60 minutos em temperatura
ambiente e a placa protegida da luz, com solugdo de anticorpo secunddrio anti-rato Alexa-fluor
488 ou 568 diluidos (1:100), Falloidin Alexa-fluor 568 diluido (1:500), ¢ DAPI (4,6’-
diamidino-2-phenylindole-dilactate) diluido (1:50) (Invitrogen®) para as marcagdes de
fagolisossomos contendo Leishmania amazonensis, F-actina e nucleo do macrofagos,
respectivamente. Todos os anticorpos foram obtidos de Molecular Probes (EUA). Ao final da
coloragdo, as laminulas foram enxaguadas 3 vezes em PBS, secas em papel filtro por um leve
toque e invertidas sobre ldmina de vidro contendo solu¢do PBS pH 9, glicerol 0,01% e p-
phenylenediamine (ppd) a 0,01% para montagem e conservagdo da marcacdo por 24 horas
para posterior visualizagdo em microscopio confocal de varredura a laser. Todos os
experimentos foram realizados em duplicata e em cada laminula foram contadas pelo menos

100 células.
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3.5 Transfecgdo

3.5.1 Transformacao de bactérias E. coli DH5a

O plasmideo de PI1(4,5)P2, GFP-PLC-6-PH, ¢ uma quimera, consistindo do dominio de PLC- o
com homologia com a regido de PI(4,5)P2 ligante de plecstrina (PH), conjugado ao GFP, que
¢ uma proteina naturalmente fluorescente (HAUGH et al., 2000). Ao vetor plasmideo
(gentilmente doado por Ralph Isberg, PhD, HHFM, EUA) foram adicionadas 200uL de
bactérias E. coli DH5a quimicamente competentes, mantidas no gelo por 20 minutos,
submetidas a choque térmico a 42°C por 90 segundos e novamente mantidas em banho de gelo
por 2 minutos. As bactérias foram adicionadas a um tubo cénico contendo 1mL de meio LB
(Luria-Bertani) sem antibidtico e incubadas em incubadora ‘“shaker” a 37°C por 1 hora a
200rpm e, posteriormente, plaqueadas em meio sélido contendo antibidtico kanamicina a
0,015 pg/mL, para selecdo das bactérias. As placas foram mantidas estaticas a 37°C por 16-18

horas para crescimento das colonias.

3.5.2 - Purificagdo dos plasmideos

Apo6s crescimento das bactérias em meio so6lido, coldnias individuais foram coletadas e
acrescentadas em 50 mL de meio LB contendo kanamicina 0,015 pg/mL e mantidas em
“shaker” a 37°C a 200rpm por 16-18 horas para crescimento das mesmas. Apds crescimento,
o meio contendo as bactérias foi centrifugado por 15 minutos a 4000xg O pellet foi
ressuspenso em 10 mL de PBS e a suspensdo distribuida em 10 microtubos (ImL cada) e
centrifugadas a 10.000xg por 1 minuto. Para isolar os plasmideos das bactérias, o

sobrenadante foi desprezado e o pellet foi homogeneizado em 100uL da solucdo tampao GTE
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(glicose 0,9%, S0mM Tris-HCI pH 7,5, 10mM de EDTA pH 8, 0,100png/mL RNase A). Foram
adicionados 200uL da solucao de lise (NaOH 0,2N e SDS 1%) misturados por inversao (2
vezes) e, apos 3 a 5 minutos, adicionados 200uL da solugdo de neutralizagdo (acetato de
potassio 3M e acido acético glacial 5SM) e misturadas por inversao (8 vezes). A suspensao foi
mantida em gelo por 20 a 30 minutos e centrifugada por 15 minutos a 10.000xg a temperatura
ambiente. Foram coletados 400pL do sobrenadante e transferidos para tubo contendo 300uL
de isopropanol, misturados por inversao quatro vezes. Os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 10.000xg, drenados em papel absorvente e incubados a 42°C por 15 minutos para
evaporagao do etanol. O material de cada microtubo foi ressuspenso em 20uL de dgua pura e
os contetdos reunidos para obter um volume final de 200ul e armazenado a 4°C. O DNA dos
plasmideos purificados foi dosado por espectrofotometria no comprimento de onda 260nm e a

visualizagdo foi feita em gel de agarose 1%.

3.5.3 Transfec¢do de macroéfagos em cultura

Macrofagos J774 mantidos em cultura por 24 horas (5x10° células/500 pL/pogo), com
confluéncia inferior a 50%, foram transfectados com solugdo contendo 10uL. de PLC 6 PH,
4uL de lipossoma Fugene HD (Roche Applied Science, Alemanha) e 86uL de meio DMEM
sem SFB e antibidtico (tubos individuais para um total de 100uL). Esta solucao foi mantida
em repouso em temperatura ambiente por 15 minutos e adicionada (50uL) em cada poco de
cultura. As placas foram mantidas em cultura por 18 horas para posterior infec¢io com 1x10’
promastigotas/po¢o/500uL. A transfeccdo de macrofagos peritoneais murinos nao foi

conduzida devido a sensibilidade destas células aos reagentes utilizados.
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3.6 Microscopia Confocal

As imagens foram adquiridas através de microscopia confocal de varredura a laser (LSM 510
Meta-Zeiss) equipado com microscopio invertido Axiovert 200M (Zeiss) e analisadas através
do software LSM 3.2. Para aquisi¢do das imagens foram utilizadas objetivas Plan-Apochromat
63x com o6leo de imersdo para fluorescéncia e Plan-Apochromat 20x. Para excitacdo dos
fluorocromos foi utilizada a lampada HBO 100 para visualizagdo dos espécimes em
microscopia de fluorescéncia comum.
Para a aquisi¢do das imagens foram utilizados os lasers Argon/2, (comprimentos de onda de
excitagdo 458, 488, 514nm), Helio Neonio (comprimento de onda de excitacdo 543nm).
Ambos os lasers foram usados com poténcia de 20,1% e espelho dicréico HFT 488/543 (Helio
Neodnio) e HFT 488 (Argon/2).
Para excitagdo dos marcadores Alexa 488 e Phaloidin 568 (Faloidina), os comprimentos de
onda de excitacdo/emissao foram respectivamente 491/515 nm e 550/575 nm. A fluorescéncia
emitida foi selecionada por um conjunto de filtros através dos canais CHS, em “Single Track”.
O filtro para o canal CHS1 (Alexa 488) teve como espectro de emissdao o intervalo 489-542
nm e o canal CHS2 (faloidina) o intervalo entre 553-606 nm. Foram utilizados o canal ChD, e
o laser Argon para obten¢ao da imagem em contraste de fase para demonstrar a infec¢do com
o0 parasita Leishmania amazonensis.

No processo de escaneamento, as imagens foram escaneadas linha por linha no sentido
unidirecional com velocidade de escaneamento variando entre sete e nove micro-segundos
(ps) varrendo em média quatro vezes por linha, para otimizagdo da imagem e minimo ruido

(marcagdo inespecifica).
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Foram realizadas aquisi¢des de imagens de seccdo verticais por seccionamento
apropriado no eixo Z, para visualizacdo do espécime ou marcacdo em diferentes posicoes
focais (“Z slices”), sendo as primeiras e as ultimas imagens consideradas externas e as do
centro/meio as internas.

A abertura do “pinhole” permitiu a aquisi¢do de “slices” Opticos de 96um para o canal
CHSI1 (Alexa 488) e 106um para o canal CHS2 (faloidina). Outros parametros como detec¢ao
de ganho e retirada de ruidos, foram determinados de maneira a se obter imagens de boa
qualidade. As imagens foram exibidas com resolucao de 1024x1024 pixels.

A partir dos “Z slices”, utilizou-se o modulo “Projection” para projecao de uma tnica
imagem a partir das secg¢des obtidas no eixo Z, permitindo a visualizagdo geral das estruturas
estudadas, chamada de projecao P zero (P0). Esta projecdo foi utilizada quando imagens de
uma mesma marcagdo foram visualizadas em diferentes planos focais. O mddulo 3D foi
utilizado para a reconstrugdo espacial das imagens capturadas através dos “Z slices”.

Apo6s aquisicao das imagens em cada canal, pertencentes a0 mesmo campo de
observacao, as mesmas foram sobrepostas através de uma ferramenta “process” do software. A
funcao “Split” permitiu a visualizagdo de cada canal, ou seja, que uma imagem composta de
sobreposicdo de canais, seja visualizada de maneira seqlienciada ao retirar ou recolocar as
imagens pertencentes aos demais canais. Esta fun¢do também confirma a auséncia de

interferéncia entre canais ¢ permite visualizagao de marcacao individual ou co-localizagio.

3.7 Contagem e cinética
Percentagens de marcacdo para F-actina e LAMP-1 e taxa de invasdo foram obtidas pela

contagem em microscopia de fluorescéncia em duplicata as formas promastigotas aderidas ou
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em processo de internalizagdo (0,5 e 1 hora) e amastigotas internalizadas (3 horas) apods
infecgdo, totalizando 200 células para cada tempo analisado.

As contagens foram realizadas em microscopia de fluorescéncia (HBO) em objetiva 63X,
sendo a taxa de invasdo observada pela marcacdo de DAPI no nticleo e cinetoplasto da
promastigota ou amastigota em todos os campos analisados.

Os experimentos das células tratadas com wortmanina foram analisadas em duplo cego, sendo
que o analisador ndo informado a qual grupo pertencia a laminula que estava sendo contada

(tratado ou ndo tratado).

3.8-Analise estatistica
VassarStats (®Richard Lowry 1998-2006), software online foi utilizado para determinar
diferencas estatisticamente diferentes por teste ANOVA-Post-test, nivel de significancia (p<

0,05).
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4-Resultados
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4.1-Cinética da infec¢do

A cinética de internalizacdo, recrutamento de actina ¢ fusdo lisossomal foram estudados em
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c nos tempos 15 e 30 minutos, 1, 3, 6, 12 ¢ 24
horas pos-infecg¢do por L.(L.) amazonensis. Em todos os tempos foi feita marca¢do de LAMP-
1 e F-actina, sendo que o pico de fluorescéncia da F-actina foi com 15 e 30 minutos, enquanto
para LAMP-1 o pico foi entre uma e 3 horas pos-infeccdo e manteve-se relativamente alto até
24 horas (Tabela). Por este motivo, os demais experimentos foram realizados até o tempo de 3
horas pés infeccao. A taxa de infeccdo apresentou aumento percentual em relacdo ao tempo e
valor méximo (100%) atingido ap6s 1 a 3 horas de infec¢do. Apds este periodo a taxa ¢

inversamente proporcional, ocorrendo diminui¢ao gradativa em 24 horas (35,5%).

Tabela. Percentual médio de macréfagos murinos infectados com L.(L.) amazonensis e
marcados com LAMP-1 e F-actina. Taxa de infeccdo refere-se ao percentual de macrofagos
infectados em cada tempo analisado.

Tempo de infeccio Lamp-1(%) F-actina (%) Taxa de infeccio (%)
(h)
15’ 38,5 6 83,5
30° 69 16,5 85,5
1 88,5 8 96,5
3 98 0 100
6 63,5 1 74,5
12 67 0,5 70,5
24 35 - 35,5

4.2- Internalizagdo e formagdo do fagolisossomo
Promastigotas de L.(L.) amazonensis aderiram aos macréfagos murinos freqiientemente
via flagelo nos estagios iniciais da infec¢do (15 e 30 minutos), mas o contato também ocorreu

pelo corpo celular, observado por uma evidente marca¢ao de F-actina no ponto de contato
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entre a célula e a promastigota (Figura 1). No momento da internaliza¢do, o macrofago lanca
pseuddpodos, visiveis pelo citoesqueleto de F-actina que envolve o parasito (setas) sendo
englobado, nesta figura representada pela marcagdo vermelha fluorescente (faloidina).

Aos 15 minutos poés-infeccdo a presenga de LAMP-1 (marcador de membrana
lisossomal, em verde), foi evidente em cerca de 40% de vacuolos parasitoforos, enquanto que
aos 30 minutos pos-infec¢do, o recrutamento de lisossomos para o vacuolo parasitoforo torna-
se ainda mais evidente, com 69% de vacuolos marcados com LAMP-1. Os fagolisossomos
nestes dois tempos ainda apresentam formato fusiforme, semelhante ao corpo celular da forma
promastigota de Leishmania. E interessante ressaltar que, a0 mesmo tempo em que a marcagio
de F-actina diminui em torno do parasita, a marcacdo de LAMP-1 aumenta, sugerindo que
uma vez formado o fagolisossomo, o citoesqueleto de F-actina comeca a se despolimerizar
(Figura 2).

Apo6s uma (Figura 3) e trés (Figura 4) horas de infec¢ao praticamente todos os vactolos
parasitoforos mostravam marcagdo para LAMP-1 (setas descontinuas), significando o
recrutamento de lisossomos e a formagdo de fagolisossomos.

Apo6s 1 hora de invasdo, F-actina esta presente em alguns endossomos precoces, ainda
sem marcacdo de LAMP-1 e com formato fusiforme (setas). Em alguns flagelos de
promastigotas observam-se discretas marcagdes de F-actina, sendo que o corpo celular se
encontra com evidente marcagao por LAMP-1, demonstrado pela co-localizagdao destas duas
marcagdes (Figura 3)

Apos trés horas de infeccdo, os fagolisossomos apresentam um formato mais

arredondado e a marcacao de F-actina em torno dos fagolisossomos ¢ ausente (Figura 4).
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4.3- Tratamento da célula hospedeira com wortmanina inibiu a invasdo por promastigotas de
L.(L.) amazonensis

A percentagem de promastigotas marcadas por LAMP-1 foi significativamente menor
apods 30 minutos e 1 hora de infec¢do no grupo tratado x controle. Neste grupo, a percentagem
de fusdo com lisossomos foi de 69% e 88,5%, respectivamente. No grupo pré-tratado com
wortmanina o percentual foi de 7,5% e 58,5% para os respectivos tempos de infeccdo. Apos 3
horas de infec¢do, ndo houve diferenca significativa entre os grupos controle (98%) e pré-
tratado (96,5%) na percentagem de células marcadas com LAMP-1 (Figura 5).

As células tratadas com wortmanina, houve uma reducdo significativa de 66% na taxa
de infec¢do, comparados ao grupo controle (p=0,008) apds 30 minutos de infeccao (Figura 7).
Esta diferenca ainda foi significativa e diminuiu ap6s 1 hora da invasao (27%) (p=0,02) e se

tornou insignificante apds 3 horas da infeccdo, devido a reversibilidade da droga (Figura 7).

4.4 -PIP2 é recrutado para o nascente vacuolo parasitoforo de promastigotas

Para determinar a localizagdo de PIP2 durante a invasio de macrofagos por
promastigotas de L.(L.) amazonensis, foi utilizado um dominio homologo de plecstrina (PH)
de PLC 6 (PLC6 PH-GFP) que possui alta afinidade de ligagdo por PIP2 da membrana
plasmatica. Macrofagos murinos da linhagem J774 transfectadas com PLCO PH-GFP foram
infectadas por 15 minutos. Como demonstrado na Figura 6 (tempo de 15 minutos), PIP2 foi
encontrado circundando o parasita invaginado visualizado pela evidente marcagdo de cor
verde (GFP) no macrofago transfectado. Esta observagdo ocorreu apds 15 e 30 minutos de
infec¢do sendo que, 1 hora apds a invasdo, observou-se auséncia da marcagdo ao redor das

amastigotas (dado ndo demonstrado).
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A atividade de PI3K esta associada a invasao celular, conforme mostrado na Figura 7,
demonstrado pela inibicdo significativa na taxa de invasdo por promastigotas de L. (L.)
amazonensis ap6s 0,5 e 1 hora de invasao.

Um fato a ser considerado ¢ que o recrutamento de F-actina ao redor do parasita nao
foi significativamente afetado na célula transfectada em relagdo ao controle, ou seja, o
recrutamento de actina e PIP2 sdo mecanismos que ocorreram ao mesmo tempo e podem ser

observados co-localizados em uma mesma célula (Figuras 8 ¢ 9).
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5= Discussao
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A doenca leishmaniose tegumentar estd amplamente distribuida em todo territério
brasileiro, e devido ao seu carater zoondtico e importancia na satide publica, bem como o risco
de morte ou por causar lesdes graves disseminadas no homem e animais, as espécies
envolvidas nesta doenga sdo investigadas principalmente nos paises onde residem o parasita e
0 mosquito transmissor. No Brasil, a espécie Leishmania (L.) amazonensis apresenta ampla
distribuicdo geografica, de acordo com as condicdes ambientais e transmissibilidade
(Ministério da Saude/FIOCRUZ). No entanto, a escassez de estudos sobre esta espécie tem
sido motivo de empenho para os pesquisadores na busca de maiores informacgdes sobre o
comportamento € mecanismos envolvidos na doenca tegumentar ocasionada pela L. (L.)
amazonensis.

A internalizagdo de parasitas e a formacdo do vacuolo parasitoforo sdo etapas
fundamentais para o sucesso da infec¢do por parasitas intracelulares, que tendem a
desenvolver uma série de mecanismos de escape ao sistema imunologico, dependendo de
como o parasita ¢ internalizado pela célula hospedeira.

Neste estudo, procuramos determinar a cinética da internalizagdo e da biogénese do
fagolisossomo de L.(L.) amazonensis, uma das espécies causadoras da leishmaniose cutanea.
Nossos resultados demonstraram que a internalizagdo dos parasitas ocorre rapidamente, sendo
que apds 15 minutos de infeccdo observamos varias células com parasitas intracelulares
(83,5%). Verificamos ainda que o vacuolo parasitoforo nascente recrutava F-actina, cuja
marcagdo decrescia a medida que havia maturacdo do fagossomo, de maneira simular ao
descrito por COURRET et al. (2002) em experimentos com L.(L) amazonensis. Entretanto,
diferentemente desses autores, em nosso estudo a fusdo de fagossomos com lisossomos
ocorreu mais tardiamente. Enquanto no estudo de COURRET e colaboradores (2002), o pico

de recrutamento de LAMP-1 ocorreu apds 30 minutos de infec¢do, no presente trabalho,
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observamos o pico de recrutamento entre uma e trés horas apds a infecgdo dos macrofagos,
que poderia ser explicado pela diferenga de origem dos macrofagos: enquanto COURRET e
colaboradores (2002) utilizaram macrofagos derivados da medula 6ssea pré-estimulados com
IFN-y, utilizamos em nosso estudo macréfagos peritoneais pré-estimulados com tioglicolato.

Neste estudo, a percentagem de vactiolos parasitoforos que recrutou F-actina foi maior
apds 15 e 30 minutos de infec¢do, enquanto LAMP-1 foi recrutada mais significativamente
ap6s 1 a 3 horas de infecgdo, o que sugere que vacuolos nascentes recrutam F-actina,
provavelmente como parte do processo de invaginacdo das membranas durante a fagocitose,
formando um endossomo/fagossomo precoce. A medida que este endossomo segue a via de
maturacao, vai se fundir com o lisossomo para formar o fagolisossomo e, neste momento, o
citoesqueleto de actina filamentar se despolimeriza, ja que as vesiculas estdo completamente
formadas. Assim, no presente trabalho, a medida que ocorre a maturacdo do fagolisossomo,
desaparece a marcagdo de F-actina e ocorre o recrutamento de LAMP-1, que ¢ um marcador
de membrana lisossomal. Enquanto apds 15 e 30 minutos de infeccao observavamos que os
vacuolos parasitoéforos apresentavam marcagdo para F-actina, entre 1 hora e trés horas de
infecgdo observavamos a maioria dos vacuolos parasitéforos marcados somente para LAMP-
1, sugerindo que neste momento a maioria dos parasitas ja estava em fagolisossomos maduros,
onde se sabe que sobrevivem e se multiplicam por longo tempo, causando a patologia cutanea
tipica da leishmaniose (AGA et al, 2002; van ZANDBERGEN, 2004).

Em nosso estudo, a taxa de infec¢do dos macrofagos apresentou aumento percentual
em relacdo ao tempo e a taxa maxima de infec¢do (100%) foi atingida apds 1 a 3 horas de
infeccao, correspondendo ao pico de marcagdo de LAMP-1, indicando que os fagolisossomos

ja estdo maduros (ADEREM, UNDERHILL, 1999; VIEIRA et al., 2002). Tal fato também
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pode ser evidenciado pelo formato arredondado dos fagolisossomos apds 3 horas de infeccao,
indicando que as formas promastigotas ja se transformaram em amastigotas prontas para a
replicacdo no interior dos fagolisossomos. Considerando outros estudos que mostram que o
papel bioldgico na restricdo transitoria da fusdo de fagossomos contendo L. major ou L.
donovani ndo ¢ 6bvio (TURCO et al., 2001), nossas observagdes sugerem que a maturagao do
fagossomo ndo ocorre necessariamente da mesma forma em todas as espécies de Leishmania
mas sim, que cada espécie de Leishmania desenvolve ou estabelece estratégias de
sobrevivéncia especificas em macrofagos, conforme ja descrito por outros autores.

No intuito de elucidar alguns dos mecanismos celulares envolvidos na biogénese dos
fagolisossomos, buscamos determinar se havia ativacdo de PI3K durante invasdo celular por
promastigotas de L.(L.) amazonensis. Para tal, realizamos ensaio de invasdo em macrofagos
inflamatorios murinos pré-tratados ou ndo com wortmanina, um potente inibidor de PI3K
(ARCARO, WYMANN, 1993; OKADA et al., 1994; POWIS et al., 1994; WYMANN et. al.,
1996). Nossos resultados demonstraram que o pré-tratamento com wortmanina bloqueou a
fusdo lisossomal com o vacuolo parasitoforo durante os primeiros 30 minutos e parcialmente
apos 1 hora de infecgdo, evidenciado pela diminuicao da marcacdo de LAMP-1. Apds 3 horas
de invasdo, a fusdo lisossomal foi completamente restabelecida, provavelmente devido a
recuperacao da atividade de PI3K, uma vez que a wortmanina ndo ¢ um inibidor permanente.
A percentagem de fagossomos recrutando F-actina ndo foi alterada com o tratamento pela
wortmanina, comprovando a especificidade de agcdo do inibidor em uma via especifica, que
nao ¢ dependente da mesma via de sinalizagdo de organizacio do citoesqueleto. Assim, nossos
dados fortalecem a importancia da ativacdo de PI3K durante invasao celular por promastigotas
de L.(L.) amazonensis, uma vez que o processo de maturagcdo requer uma evidente e precoce

etapa sensivel a wortmanina.
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Sabe-se que a via de sinalizacdo por PI3K ¢ ativada por uma ampla variedade de
estimulos extracelulares para gerar produtos lipidicos especificos que propagam sinais
intracelulares através de proteinas mediadoras subseqiientes, gerando fluxos secundarios de
sinalizagdo (RAMEH, CANTLEY, 1999; MEDINA-TATO et al., 2007). A modulagdo, por
patogenos, da sinalizagdo dependente da via PI3K na célula hospedeira ¢ uma importante
estratégia para estabelecimento da infecg¢@o e sobrevivéncia intracelular destes organismos. A
ativagdo da PI3K promove a internalizacdo de Yersinia (SCHULTE et al., 1998) e Listeria
(IRETON et al., 1996) enquanto que espécies de Escherichia coli enteropatogénicas impedem
sua propria fagocitose bloqueando a sinalizagao de PI3K em macréfagos (CELLI et al., 2001).
Além disto, foram recentemente identificados novos mecanismos dependentes da PI3K na
invasdo celular por 7. cruzi e maturacdo do vacuolo (WOOLSEY et al., 2003) Estudos de
LINK e colaboradores (2006) verificaram que a atividade de PI3K ¢ requerida na degradagao
de T. gondii apds invasdao de macrdéfagos ativados. Em adicao, SILVA et al.(2009) verificaram
que PI3K desempenha um importante papel durante invasdo de taquizoitas de 7. gondii em
células fagociticas. Neste ultimo estudo, PIP2 foi observado ao redor do 7. gondii no momento
da invasdo, demonstrado pela indu¢do indireta da ativagdo de PIP5-quinase por ARF6
(GTPase). No presente estudo, demonstramos que a atividade PI3K ¢ requerida na invasdo de
macréfagos murinos por promastigotas de L.(L.) amazonensis. De acordo com a literatura
disponivel, a ativacdo de PI3K durante a invasdo de células por L.(L.) amazonensis, ¢
importante ndo somente para conferir resisténcia contra apoptose (RUHLAND, KIMA, 2007),
mas também possui um efeito dominante negativo na produg¢dao de IL-12 por macrofagos.
Assim, o microambiente adequado para a infec¢ao por Leishmania ¢ promovido.

A fosforilagio de PIP2 por PI3K gera PIP3, um importante mediador celular

(MEDINA-TATO, 2007; KONG, YAMORI, 2008). Sintese e reorganiza¢ao de PIP2 tem sido
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implicados em uma variedade de sinais celulares, atuando com principal via de sinalizagdo de
diversos componentes celulares como trafego de membrana, particularmente endocitose e
exocitose (MARTIN, 1997; SUH, HILLE, 2008), controle da polimerizacdo de actina
(JANMEY, 1994) e ativagdo de canais e transporte de ions (SUH, HILLE, 2008). A
transdugdo do sinal pela ativagdo de PIP2 serve como substrato para enzima fosfolipase C
(PLC), atuando na liberagdo de Ca®" ¢ ativacdo da proteina quinase C (PKC).

No presente estudo, o recrutamento de actina e PIP2 ocorreu simultaneamente,
demonstrado pelos experimentos de co-localizacao de F-actina e PIP2 em macrofagos murinos
da linhagem J774 transfectados com PLC6 PH-GFP. Diante disto, demonstramos que a via da
PI3K foi utilizada para ativagdo de PIP2 durante a infec¢do de macroéfagos murinos por
promastigotas de L.(L.) amazonensis.

Dessa maneira, neste estudo demonstramos uma clara dependéncia da atividade PI3K
para fusdo lisossomal com o vactiolo parasitoforo para formar compartimentos permanentes
acidos ricos em marcadores lisossomais no quais amastigotas sobrevivem no interior da célula
hospedeira de mamiferos. O surgimento de novas drogas inibidoras especificas das isoformas
de PI3K, com efeitos colaterais minimos, poderdo alcangar o controle da ativacao patoldgica
(KONG,YAMORI, 2007; MEDINA-TATO et al., 2007) e alterar o curso da leishmaniose

cutanea.
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6- Conclusoes
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l.

Durante o processo de maturagdo de fagolisossomo de L.(L.) amazonensis, ha
primeiramente um  recrutamento de  F-actina para formacdo do
fagossomo/endossomo precoce, ¢ mais tardiamente fusdo com lisossomos,
evidenciado pelo recrutamento de LAMP-1 e despolimerizagao da F-actina.

Os processos de invasdo e fusdo lisossomal de L.(L.) amazonensis demonstraram
clara dependéncia da atividade de PI3K, evidenciado pela diminuicdo desses
processos pelo inibidor de PI3K, a wortmanina.

Ocorrem ativagdo e recrutamento de PIP2 durante a infeccdo de macrofagos

murinos por promastigotas de L.(L.) amazonensis.
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