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RESUMO

GALUPPO, M. K. Caracterizagdo funcional de CD100/Sema4D na infec¢do de macréfagos
por Leishmania (Leishmania) amazonensis. 2015. 99 f. Tese (Doutorado em Parasitologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A leishmaniose é causada por protozodrios tripanosomatideos do género Leishmania que
infectam preferencialmente macrofagos. A doenca pode se apresentar nas formas cutanea,
mucocuténea e visceral, e 12 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas. Diversos fatores
influenciam a forma e a severidade da doenca, sendo a espécie de Leishmania e a resposta
imune do hospedeiro os principais deles. Estudos baseados em modelos de animais infectados
suscetiveis e resistentes a Leishmania mostram como o sistema imune de hospedeiros com
diferentes perfis afeta a sobrevida do parasita. Considerando a importancia do perfil do
macrofago na infeccdo por Leishmania, o potencial papel de CD100 (que mostramos ser
expressa por macrofagos de BALB/c e C57BL/6) na modulacdo da ativacdo do macréfago, e
nossos dados de que CD100 recombinante solivel (sCD100) aumenta a infectividade dessa
célula pelo parasita, tivemos como objetivo a caracterizacdo funcional de CD100 na infeccao
do macrofago por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Para isso, analisamos a expressao,
localizacdo, e o papel da proteina em macrofagos infectados ou ndo por L. (L.) amazonensis,
assim como em macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 nocautes para essa
molécula. Observamos que sCD100 aumenta o indice de infec¢do e a fagocitose de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis e particulas de Zymosan por macrdfagos peritoneais
murinos. Demonstramos que essa modulacéo ocorre quando sCD100 entra em contato com o
macrofago através de seu receptor CD72. Mostramos que a infectividade de promastigotas de
L. (L.) amazonensis in vitro é semelhante em macr6fagos nocautes para CD100 e em
macrofagos selvagens, mas que in vivo as lesbes sdo menores em camundongos nocautes para
a proteina quando comparados aos camundongos selvagens.

Palavras-chave: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Sema/4D. CD100. Macréfago.



ABSTRACT

GALUPPO, M. K. Functional characterization of CD100 / SEMA4D in macrophage
infection by Leishmania (Leishmania) amazonensis. 2015. 99 p. Ph. D. thesis (Parasithology)
- Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2015.

Leishmaniasis is caused by trypanosomatid protozoa of the genus Leishmania that infect
preferentially macrophages. The disease may present in cutaneous, mucocutaneous and visceral
forms, and 12 million people worldwide are infected. Several factors influence the form and
severity of the disease, and the species of Leishmania and the host immune response are the
main ones. Studies based on models of infected animals susceptible and resistant to Leishmania
show how the host immune system with different profiles affects the survival of the parasite.
Considering the importance of the macrophage profile in Leishmania infection, the potential
role of CD100 (shown to be expressed by macrophages from BALB/c and C57BL/6) in the
modulation of macrophage activation and our data that recombinant soluble CD100 (sCD100)
enhances the infectivity of that cell by the parasite, our objective was the functional
characterization of CD100 on the infection of macrophages by Leishmania (Leishmania)
amazonensis. For this, we analyzed the expression, location and role of the protein in
macrophages infected or not by L. (L.) amazonensis, as well as in peritoneal macrophages from
C57BL/6 knockout for this molecule. We observed that SCD100 increases the infection and
phagocytosis of promastigotes of L. (L.) amazonensis and Zymosan particles by murine
peritoneal macrophages. We demonstrated that this modulation occurs when sCD100 interacts
with the macrophage through its CD72 receptor. We showed that the infectivity of L. (L.)
amazonensis promastigotes in vitro is similar in wildtype and CD100-knockout macrophages,
but that knockout animals develop smaller lesions in vivo when compared to wildtype animals.

Keyeword: Leishmania (Leishmania) amazonensis. Sema/4D. CD100. Macrophage.
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1.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo um complexo de doencas, agrupadas em tegumentares ou
viscerais, causadas por protozodrios tripanosomatideos do género Leishmania.

Por seu consideravel impacto sobre a satide mundial, as leishmanioses estdo entre as dez
endemias prioritarias da Organizacdo Mundial da Saude - OMS. Estima-se que a prevaléncia
no mundo seja de 14 milhdes de pessoas infectadas, 2 milhGes de novos casos todo ano, sendo
cerca de 300.000 da doenca visceral e 1 milh&o casos da doenca cutanea (ALVAR et al., 2012;
WHO, 2015). Estima-se que ocorram em torno de 20 mil ébitos por ano e que cerca de 310
milhdes estejam sob risco de adquirir a doenca (WHO, 2015). Atualmente a doenga afeta 98
paises e no Brasil observa-se um aumento do nimero de casos nos ultimos anos, acompanhado
por sua expansdo geografica (WHO, 2015). A distribuicdo das leishmanioses cutanea e visceral

é mostrada na figura 1.

Incidéncia de Leishmaniose Cutanea no mundo - WHO 2013 Incidéncia de Leishmaniose Visceral no mundo — WHO 2013

reported, 2013
L)
R
B o-dss

‘%. Workl Health & World Health
“%.# Organization % ¥ Organization

Figura 1. Mapa de incidéncia de Leishmaniose Cuténea e Leishmaniose Visceral no mundo - OMS 2013

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério das células do sistema fagocitico
mononuclear de vertebrados, entre eles o homem. O parasita encontra-se na forma promastigota
flagelada no tubo digestivo do inseto vetor e na forma amastigota desprovida de flagelo externo
nos fagdcitos, especialmente macrofagos, dos hospedeiros vertebrados, Figura 2 (MC
CONVILLE, 2007). A fémea do inseto vetor, conhecido como flebotomineo (Figura 3),
transmite a forma promastigota do parasita durante o repasto sanguineo ao ingerir o sangue de

individuos saudaveis, infectando-os e assim concluindo o ciclo, Figura 2 (BATES, 2007).
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Estéagios de flebotomineos Estagios em humanos
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hitp:/ww.dpd cdc.gov/dpdx

Figura 2. Ciclo de vida heteroxénico da Leishmania.

Inimeras espécies de Leishmania causam doenca ao homem (tabela 1), sendo
subdivididas nos subgéneros Leishmania (a partir de agora abreviado como L.) e Viannia (como
V.) de acordo com seu desenvolvimento no inseto vetor (BATES, 2007; LAINSON, 1978). As
espécies mais comuns no Brasil sdo Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis,
Leishmania (V.) guyanensis e Leishmania (L.) chagasi. Existe certa especificidade entre a
espécie de parasita e a espécie preferencial de vetor envolvido na transmissdo (BRASIL, 2006).
As espécies de flebotomineos mais comumente encontradas no Brasil sdo: Lutzomyia
flaviscutellata e Lutzomyia olmecanociva, que podem transmitir a espécie Leishmania (L.)
amazonensis dispersa pelas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste do pais; Lutzomyia
umbratilis para a espécie Leishmania (V.) guyanensis, com ocorréncia nas regides norte e
nordeste do pais; Lutzomyia longipalpis para a espécie Leishmania (L.) chagasi, e
Psychodopigus wellcomei que transmite a espécie Leishmania (V.) braziliensis, a mais comum
no pais (BRASIL, 2006).
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Disease Tarm Mew World species Old World species
Cutaneous
L {1.) mexicana L {1} rmicor
L.{L) mexicana complex 1. (1) armazonenss L (1) rrucjior complex L {1} tropsca
L {1} pifanai L {1} aethiohica
1L (1) vencanderses
L. {V)) brazibensss
L {V) peruiana
1L {V) bharvsoni
L. (Viannia) subgenus L (¥} naiff
L. (V) barsoni
1. {V) panamensss
L (V) puyanensis
Dhffuse: cutaneous
L. {1.) ameazonensis {1} aethiopica
L {1} pifemed
Mucocutaness
L. {V} braziliensis
Wisceral
L.{1.) donovani complex 1. {1.) chapaa™ L AT} infantum™®
{ {1} donovani
*Generally, | wfantum and L chogasi are the causative agents of visceral leshmaniases, however, cases of culaneous lesshmaniasis have been reporled
(214, 215).

Tabela 1. Principais espécies de Leishmania de novo e velho mundo que causam doengas no homem e associa¢éo
com as formas clinicas. Fonte: McMahon-Pratt; et al., 2004.

Figura 3. Inseto Flebotomineo fémea, vetor de leishmaniose. Brasil, 2006.

Dependendo da espécie do parasita (Tabela 1) e de determinantes de suscetibilidade dos
hospedeiros vertebrados, as infec¢bes apresentam-se sob diferentes formas clinicas: forma
tegumentar (cutanea localizada ou difusa e mucosa) ou visceral, Figura 4 (GRIMALDI; TESH,
1993; LAINSON; SHAW, 1978).
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Figura 4. Principais formas clinicas da leishmaniose. (A) Forma cuténea localizada; (B) Forma cutanea difusa; (C)
Forma mucosa; (D) Forma visceral. Fonte: Goto et al., 2012 e www.who.int/leishmaniasis/visceral_leishmaniasis/en
- OMS (2010)

1.2 Osistemaimune a e a infec¢do por Leishmania

A resposta imune do hospedeiro é um fator extremamente importante no curso da
leishmaniose. De fato, uma mesma espécie do parasita pode causar formas diferentes da doenca,
como pode ser observado para L. (V.) braziliensis (formas cutdnea e mucocutanea) e L. (L.)
amazonensis (forma cutanea localizada e cutanea difusa) tabela 1. No primeiro caso, a doenca
mucocutanea pode evoluir a partir da doenca cutanea ndo totalmente curada. Ja no caso da
doenca difusa, a manifestacdo esta relacionada a uma anergia aos antigenos de Leishmania
(GOTO et al., 2012).

O principal paradigma sobre a regulacéo da reposta imune nas infeccdes por Leishmania
foi baseado na analise do padréo de citocinas produzido por clones de células T CD4 murinas.
Em modelos murinos a resposta imune de animais resistentes versus suscetiveis a L. (L.) major
é regulada pelas subpopulacdes de celulas T Thl e Th2, respectivamente (MOSMANN et al.,
1986). Células Thl produzem principalmente interleucina 2 (IL-2) e interferon y (IFN-y) e
aumentam a imunidade mediada por células (CHER; MOSMANN, 1987), pois IFN-y ativa 0

macrofago e IL-2 estimula a proliferacdo de células T antigeno-especificas, resultando em
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doenca mais branda ou cura. Células Th2 produzem IL-4, IL-5 e IL-10 e aumentam a resposta
humoral (STEVENS et al., 1998). Interleucinas do tipo IL-4 estimulam a producdo de IgE e,
tanto IL-4 quanto IL-10 estimulam células B e inibem ativacdo classica de macrofagos
(SIELING; MODLIN, 1994). Na infecc¢éo por L. (L.) major, espécie do Velho Mundo associada
a forma cutanea de leishmaniose humana, linhagens isogénicas de camundongos como
C57BL/6 e C3H sdo resistentes a infeccdo por desenvolverem uma resposta imune Thl
protetora contra o parasita, enquanto que BALBI/c, € suscetivel, apresentando uma resposta
imune do tipo Th2 (HEINZEL et al., 1989) .

Para L. (L.) amazonensis, a segunda espécie de Leishmania mais comum no Brasil, a
dicotomia da resposta de camundongos suscetiveis e resistentes ndo é evidente como para L.
(L.) major (AFONSO; SCOTT, 1993), e 0s mecanismos gque determinam o sucesso ho combate
a infeccdo ndo estdo completamente esclarecidos (SEREZANI et al., 2006). De fato, a maioria
das linhagens de camundongo € suscetivel a esse parasita, desenvolvendo lesdes. A infecgdo
normalmente ndo evolui para cura nas linhagens resistentes a L. (L.) major como C57BL/6 e
C3H (JONES et al., 2000). Esses animais quando infectados ndo apresentam uma resposta tipica
Th2, pois produzem IL-4 e IFN-y, e a neutralizagdo de IL-4 ndo resolve a doenga. A auséncia
de uma resposta Thl se deve a reducdo do receptor de IL-12 funcional nas células T CD4
(JONES et al., 2000). Do mesmo modo, camundongos BALB/c infectados com a L. (L.)
amazonensis ndo apresentam uma resposta imune polarizada mas sim mista, com células Thl
e Th2 e citocinas IL-4 e IFN-y (JI et al., 2002), sendo muito mais suscetiveis em relacdo a
linhagem C57BL/6.

Os macrofagos desempenham um papel muito importante na resposta inicial as
infeccdes por Leishmania, mesmo antes da ativacdo dos mecanismos mediados por células T e
B. Além disso, as células T podem responder a infeccdo liberando citocinas que ativam os
macrofagos para destruir parasitas intracelulares, e os anticorpos liberados pelos linfécitos B
permitem também que os macréfagos reconhecam com maior eficacia os patdgenos
(GORDON, 2003). Além de seu importante papel no sistema imune, 0os macréfagos sdo as
principais células infectadas por Leishmania e seu perfil de ativacdo é decisivo para a resolucao
ou nao da infeccdo por esse parasita (INIESTA et al., 2002; INIESTA et al., 2005). A
heterogeneidade dos macrdfagos deriva dos efeitos distintos de citocinas tipo Thl e Th2 na
diferenciacdo de mondcitos para macrofagos. Os perfis de resposta predominantemente Thl e
Th2 dos camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados com L. (L.) major, respectivamente,
estao associados aos perfis “extremos” de macrofagos M1 e M2. Os macréfagos M1 (C57BL/6)

apos estimulo com LPS (lipopolissacarideo) sdo ativados para produzirem oxido nitrico (NO)
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a partir de arginina, o que controla a proliferacdo de parasitas intracelulares como L. (L.) major.
Os macrofagos M2 (BALB/c, DBA/2), apds 0 mesmo estimulo, aumentam o metabolismo de
arginina para ornitina, produzindo poliaminas e promovendo proliferacdo dos parasitas (MILLS
et al., 2000). A diferenciacdo de macrofagos nos perfis M1 (ativados classicos) e M2 (ativados
alternativos, posteriormente cunhados M2a — DUQUE; DECOTEAUX, 2014) pode ser feita
com estimulos de Interferon-y e de 1L4 e I1L13, respectivamente (GORDON, 2003). Hoje sabe-
se que a diversidade de macrofagos € muito maior do que a simples classificagdo M1-M2
(DUQUE; DECOTEAUX, 2014; MURRAY et al., 2014). Macrofagos alternativamente
ativados podem ser M2a, M2b, ou M2c (DUQUE; DECOTEAUX, 2014). Os M2a,
diferenciados na presenca de IL4 e IL13, expressam quimiocinas que recrutam células Th2,
eosinofilos e basofilos. M2b sdo induzidos por LPS, imunocomplexos, células apoptdticas e IL-
1Ra, expressam iNOS e secretam IL-10, TNFo e IL-6, além de quimiocinas que atraem
eosindfilos e células T reguladoras. M2c séo induzidos por IL-10, TGF-B e glicocorticoides, e
também secretam IL-10 e TGF-B, as quais induzem resposta Th2 e células T reguladoras.
Macréfagos M2c expressam arginase e promovem regeneracgdo tecidual e angiogénese. Além
de ser complexa, a diferenciacdo de macrofagos € um processo reversivel (DUQUE;
DECOTEAUX, 2014).

Além de M1 e M2 a,b,c, outros subtipos de macréfagos foram descritos por diferentes
grupos dependendo dos estimulos de diferenciacdo usados (MURRAY, 2014), o que torna a
nomenclatura dessas células bastante variavel. De qualquer forma, a analise de citocinas e
moléculas produzidas/expressas por subtipos extremos de macréfagos auxilia na compreensao

do perfil de resposta a patégenos como Leishmania.

1.3 Fagocitose de Leishmania pelo macréfago

Promastigotas e amastigotas de Leishmania sdo internalizados pelo macréfago, sua
principal célula hospedeira, por fagocitose. De forma geral, o processo de fagocitose se inicia
a partir da interacdo entre receptores especificos da superficie da célula fagocitica e ligantes
complementares na superficie da particula ou célula fagocitada (RITTIG; BOGDAN, 2000).
Além desses receptores, a fagocitose envolve uma cascata de ativacdo de moléculas
sinalizadoras que incluem quinases, GTPases e fosfatases que atuam em sistema de feed-back

envolvidos na transducdo de sinal de receptores fagociticos (MAY; MACHESKY, 2000). Essas
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cascatas culminam na ingestdo do patdgeno de modo independente ou dependente da
reorganizacdo do citoesqueleto de actina nas células fagociticas.

Muitos estudos documentam que o0 sucesso da infeccdo de Leishmania em macréfagos
depende da capacidade das formas promastigotas ou amastigotas do parasito em aderir a essas
células por receptores de membrana e, dessa forma, serem fagocitados (ALEXANDER,;
RUSSEL, 1992). As ativacOes desses receptores podem ser cruciais para o destino intracelular
do parasita (UENO; WILSON, 2012).

Os receptores mais conhecidos que participam da internalizacdo de Leishmania sdo o
receptor do tipo 3 do complemento (CR3), o receptor do tipo 1 do complemento (CR1), o
receptor de manose (MR), receptores Fc gama (FcyRs, nomeado FcyRII-B2), e 0s receptores
de fibronectina (FnRs) (BLACKWELL et al.,, 1985; DA SILVA et al., 1989; GUY;
BELOSEVIC, 1993; MOSSER; EDELSON, 1985; WYLER etal., 1985). Os receptores usados,
assim como as vias de internalizacéo, parecem variar de acordo com a fase do parasita, como
mostrado para promastigotas logaritmicos e metaciclicos de L. (L.) chagasi (UENO et al.,
2009).

Receptores do tipo 1 e 3 do complemento: CR3 (CD18/CD11b) € uma integrina expressa na

superficie de polimorfonucleares (PMNSs), especialmente neutrofilos, e de fagocitos
mononucleares que desempenha um papel importante na defesa imunolégica. Este receptor
ligado ao iC3b (forma inativada de C3b) ou a ligantes dos agentes patogénicos promove 0
rearranjo do citoesqueleto de actina e a sinalizacdo da cascatas das quinases (EHLERS, 2000).
O CR1 é expresso na superficie de mondcitos, macréfagos e PMNs, e reconhece principalmente
0 C3b e C4b (ADEREM; UNDERHILL, 1999). A glicoproteina GP63, que é altamente
expressa em promastigotas, converte C3 (terceira proteina do complemento) em C3b, um
ligante natural para o0 CR1. CR1, com fator I, decomp6e o C3b em iC3b (forma inativada de
C3b), facilitando a ligagédo ao CR3 (UENO; WILSON, 2012).

Receptor de manose: MR é uma lectina que funciona como receptor fagocitario em macréfagos

primarios e células dendriticas mieldides. Devido a sua ligag&o preferencial a manoses e ao fato
de formas promastigotas de Leishmania apresentarem em sua superficie lipofosfoglicano
(LPG), também ligante de MR, esse receptor é considerado um dos receptores para formas
promastigotas de Leishmania (UENO; WILSON, 2012).
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Receptor de fibronectina: A fibronectina é abundante no tecido conjuntivo e é necessaria aos

fagdcitos para deixarem o sistema vascular e migrarem através do endotélio e sub-endotélio em
resposta a um estimulo inflamatorio (BROWN,; et al., 1989). Os receptores para a fibronectina
(FnRs) séo integrinas expressas em fibroblastos, mondcitos e PMNs. Ha evidéncias de que FnR
coopera com receptores de complemento CR3 e CR1 facilitando a fagocitose de formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis (UENO; WILSON, 2012).

Receptor Fc: S&o proteinas expressas na superficie de células natural killer, macréfagos,
mastdcitos e neutréfilos. Sdo de varios subtipos, classificados com base no tipo de anticorpo
que reconhecem: aqueles que se ligam a 1gG s&o os receptores Fc-gamma (FcyR), a IgA,
receptores Fc-alfa (FcaR), e a IgE, receptores Fc-épsilon (FceR) (PIERRE, 2013).

Pela falta de LPG ou GP63 na superficie de formas amastigotas em algumas espécies de
Leishmania, acredita-se que elas empreguem diferentes moléculas para a entrada/fagocitose
pelos macréfagos. Formas amastigotas de L. (L.) major estdo opsonizadas por IgG1 apds o
isolamento de lesdes de camundongos BALB/c, sugerindo que FcyRs poderiam constituir um
portal de entrada nos macrdfagos (GUY; BELOSEVIC, 1993). De fato, diversos grupos tém
confirmado que amastigotas de L. (L.) major, L. (L.) mexicana ou L. (L.) amazonensis
opsonizadas com anticorpos especificos aderem aos FcyRs na superficie dos macrofagos e
células dendriticas derivadas de mondcitos (MDDCs) (BOSETTO; GIORGIO, 2007; GUY;
BELOSEVIC, 1993; PETERS et al., 1995).

Além da ligacdo aos receptores, a entrada de formas promastigotas de Leishmania
envolve outras interacdes com a célula hospedeira. Estudos demonstraram que quando formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis interagem com os macrdéfagos sdo formados longos
pseudopodes que circundam o corpo do parasita ou seu flagelo para que ocorra a fagocitose
(COURRET et al., 2002). De fato, o citoesqueleto de actina esta envolvido no processo de
ligacdo e internalizagdo da Leishmania, processo que foi mais estudado em L. (L.) donovani
(MAY, 2000; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

A actina é uma proteina de 43KDa bastante conservada e presente em todos os
eucariotos. Nas células ela é encontrada nas formas monomérica globular (actina G) e
polimérica filamentosa (actina F), que forma uma rede de microfilamentos de 7-10 nm de
espessura (MILLIGAN, 1990). O citoesqueleto de actina é uma estrutura bastante dinamica,
cuja regulacdo é importante para diversas funcbes celulares, entre elas a fagocitose (DOS
REMEDIQOS, 2003). Sua estrutura é normalmente avaliada pela marcagdo de F-actina por

faloidina ou pela razdo F-actina/actina G, separadas por centrifugacdo diferencial (COOK,
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2014; KIM, 2008). A extensdo da polimerizacao e despolimerizacao de actina é orquestrada por
uma série de proteinas de ligagdo em resposta a diversos estimulos (NOSWORTHY et al.,
2003). A desestabilizacdo do citoesqueleto de actina de macrofagos resulta em uma reducao na
fixacdo de promastigotas de L. (L.) donovani, juntamente com uma reducdo na carga de
amastigotas intracelulares, mostrando que a infec¢do de macrofagos por L. (L.) donovani esta
fortemente correlacionada com a capacidade polimerizagdo de actina da célula hospedeira
(ROY et al.,, 2014). De forma semelhante, a reducdo de F-actina e a desorganizacdo de
microtUbulos levaram a uma diminuicéo da associacao de L. (V.) braziliensis com macréfagos
(AZEVEDO et al., 2012). Essa desorganizacao afetou também a producéo de NO e a secre¢do
de IL10 na presenca de L. (V.) braziliensis (AZEVEDO et al., 2012).

Para infeccBes por L. (L.) amazonensis foi mostrado que a fagocitose de promastigotas
metaciclicos e de amastigotas € um processo dependente de actina, no qual F-actina se acumula
em torno dos parasitas durante e ap6s a fagocitose (COURRET et al., 2002). A fagocitose de
formas metaciclicas leva de 3 a 9 minutos, e o0s parasitas comecam a se dividir a partir de 24-
48 horas apos a infeccdo (COURRET et al., 2002). Foi observado que 40 a 55% dos
metaciclicos sao circundados por F-actina apds 10 minutos, 10 a 20% ap6s 30 minutos e apenas
5a10% apo6s 1-2 horas. Os autores sugeriram que a F-actina polimeriza e despolimeriza durante
a internalizacgdo do parasita, eventualmente formando ondulagGes nas regides de entrada. Para
L. (L.) major observou-se um nimero maior de metaciclicos circundados por actina em todos
0s tempos, apontando para possiveis peculiaridades na fagocitose de acordo com a espécie de
Leishmania (COURRET et al., 2002).

Outros trabalhos demonstram a importancia do colesterol da membrana na
internalizagéo de L. (L.) donovani e L. (L.) chagasi (CHATTOPADHYAY, 2012; PUCADYIL
et al., 2004; RODRIGUEZ, 2011; RODRIGUEZ, 2006). De fato, ap6s o reconhecimento por
receptores de superficie, promastigotas sdo normalmente internalizados por cavéolas ricas em
colesterol (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

A partir da interagdo de moléculas expressas na superficie (LPG e GP63) da Leishmania
com receptores dos macréfagos, o metabolismo e a ativacdo do macrofago podem ser
modulados, especificamente nas cascatas de sinalizacédo intracelular, reduzindo a producgéo de
oxido nitrico, o burst respiratorio e a producdo de citocinas (PIEDRAFITA et al., 1999). As
alteracdes de transducdo de sinal ocorrem a partir do blogueio da cascata de fosforilagdo por
modulagéo de quinases e fosfatases celulares, ou pela expresséo de fosfatases do parasita, que
agem sobre as proteinas dos macréfagos. Como exemplo, sabe-se que a Leishmania diminui a

atividade da proteina quinase C (PKC) dos macrofagos pela acdo do LPG presente na superficie
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dos promastigotas, ou por meio dos fosfolipideos de glicosilinositol (GIPL) encontrados na
superficie dos amastigotas (DESCOTEAUX et al., 1999). Enquanto os amastigotas sdo capazes
de inibir a producdo de Oxido nitrico por macrofagos através dos GIPLs presentes em sua
superficie, as unidades repetitivas de LPG presentes nos promastigotas podem protegé-los
durante o burst respiratério através da reacdo com radicais hidroxila e anions superdxido,
burlando os mecanismos de defesa da célula hospedeira e mantendo o parasita vivo em seu
interior (DESCOTEAUX et al., 1999).

1.4 CD100/Sema4D

Além dos receptores dos macrofagos e das moléculas de Leishmania citados acima,
outras moléculas podem afetar o processo de fagocitose desse parasita. Neste projeto avaliamos
0 papel de CD100 na fagocitose e em outros processos relacionados com a infecgéo por L. (L.)
amazonensis.

CD100 ou Sema4D é uma molécula que pertence a classe quatro das semaforinas. As
semaforinas sdo proteinas ligadas a membrana ou solUveis, originadas por clivagem
proteolitica, tendo sido inicialmente identificadas como moléculas de quimiorrepulsdo no
desenvolvimento neuronal, desempenhando um papel crucial na orientacdo dos axonios
(SUZUKI et al., 2003; MIZUI et al., 2009; CH'NG; KUMANOGOH, 2010). Existem oito
classes de semaforinas. As classes I e Il foram encontradas em invertebrados, as classes Il a
VIl em vertebrados e a classe VIII compreende proteinas virais. Até 0 momento mais de vinte
tipos de semaforinas ja foram identificadas e sabe-se que elas exercem efeitos repulsivos,
atrativos ou bifuncionais, dependendo do contexto bioldgico em que se encontram (MIZUI et
al., 2009).

Além de estarem envolvidas no sistema nervoso, as semaforinas tém importantes papéis
em outros processos bioldgicos como morfogénese cardiaca (TOYOFUKU et al., 2007),
crescimento vascular (GERETTI et al., 2008; TOYOFUKU et al., 2007), crescimento invasivo
de células epiteliais (GIORDANO et al., 2002), progressdo de tumor (BIELENBERG;
KLAGSBRUN, 2007) e regulagdo imune (KIKUTANI; KUMANOGOH, 2003; MIZUI et al.,
2009; SUZUKI et al., 2003).

A Sema4D ou CD100 possui uma sequiéncia sinal amino-terminal seguida de um
dominio Sema, um dominio Ig-like, um trecho rico em lisinas, uma regido transmembrana
hidrofobica e uma cauda citoplasmatica (KUMANOGOH; KIKUTANI, 2001). Essa proteina é

encontrada como um dimero ligado & membrana no tamanho de 150 kDa (por subunidade) ou



29

na forma soltvel no tamanho de 120 kDa (sCD100), obtida por clivagem (BASILE et al., 2007,
ELHABAZI et al., 2003; ZHU et al., 2007). Essa clivagem é feita em plaquetas por uma
metaloprotease ADAM17 (ZHU, 2007). Ela foi a primeira semaforina caracterizada no sistema
imunoldgico (BOUGERET et al., 1992; CH'NG; KUMANOGOH, 2010; MIZUI et al., 2009),
e posteriormente estudos mostraram que Sema3A (DELAIRE et al., 2001), Sema4A (SMITH
etal., 2011) e Sema7A (KUMANOGOH; KIKUTANI, 2001) também s&o expressas em células
do sistema imune. Diversos trabalhos tém estudado o papel de CD100 no sistema nervoso
(MOREAUFAUVARQUE et al., 2003), em crescimento e angiogénese tumorais (BASILE et
al., 2006; CH'NG; KUMANOGOH, 2010; GABROVSKA et al., 2011; KATO et al., 2011,
SIERRA et al., 2008; SOONG et al., 2011; YANG et al., 2011), em osteogénese (NEGISHI-
KOGA et al., 2011) e em aterosclerose (LUQUE et al., 2013; LUQUE et al., 2015), e ainda foi
mostrado que CD100 também é expressa em plaquetas, participando ora da formacdo de

trombos, ora da recuperagdo da monocamada endotelial (ZHU et al., 2007).

15 CD100 e o sistema imune

No sistema hematopoiético CD100 é expressa pela maioria das células (B, T, células
Natural Killer e células mieldides) com excecdo das células-tronco precoces e eritrocitos, e
geralmente aumenta apds a ativacdo (ELHABAZI et al., 2003). O papel de CD100 no sistema
imune tem sido mostrado em um numero crescente de trabalhos (CHABBERT-DEPONNAT et
al., 2005; DELAIRE et al., 2001; ELHABAZI et al., 2003; HALL et al., 1996; KUMANOGOH
et al., 2000; KUMANOGOH et al., 2002; PAN et al., 1999; SHI et al., 2000, entre outros), que
avaliaram o papel da molécula de membrana ou da soltvel (sCD100) especialmente em células
T, B e dendriticas de humanos ou de camundongos.

Em camundongos, sCD100 melhora a resposta proliferativa e a diferenciacdo de células
B estimuladas com anticorpo monoclonal anti-CD40 e IL-4, e a producdo de IgGl
(KUMANOGOH et al., 2000). Esses resultados indicam que sCD100 tem efeito sinérgico sobre
a sinalizacdo de CD40 em células B e por isso respostas de células B a estimulos de CD40 ou
LPS e resposta de anticorpos T dependentes foram prejudicadas em camundongos CD100
negativos (SHI et al., 2000). CD100 medeia a interagdo de células T com células dendriticas,
aumentando a ativacdo, proliferagido (KUMANOGOH et al., 2002; SHI et al., 2000) e
diferenciacdo (MIZUI et al., 2009) das células T. sCD100 induz CD40 e maturacao das células
dendriticas, aumentando a expressao de moléculas co-estimulatérias e de IL-2
(KUMANOGOH et al., 2002).
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Em humanos sCD100 inibe a migrac&o de células B (DELAIRE et al., 2001), mondcitos
(CHABBERT-DE PONNAT et al., 2005; DELAIRE et al., 2001) e células dendriticas imaturas
(CHABBERTDEPONNAT et al., 2005). Em monacitos e células dendriticas sSCD100 aumenta
asecrecdo de IL-10 e reduz a das citocinas pro-inflamatérias IL-6, IL-8 e TNF-o. (CHABBERT-
DE PONNAT et al., 2005).

Os efeitos de CD100 sdo desencadeados pela ligagdo a receptores especificos,
especialmente a plexina B1 e 0 CD72. A plexina B1 € uma glicoproteina que funciona como
um receptor de alta afinidade para CD100. Foi identificada no sistema nervoso e seu RNA foi
encontrado em diversos tecidos. Foi originalmente considerada receptora apenas em tecidos
ndo linfoides, mas posteriormente foi observada em células dendriticas foliculares e células T
ativadas (revisado em NKYIMBERG, 2010).

O CD72, é um importante receptor de CD100 que em camundongos € expresso em
células epiteliais bronquicas, macrdfagos alveolares, células B, células dendriticas, fibroblastos
e baséfilos (KIKUTANI; KUMANOGOH, 2003; MIZUI et al., 2009; SMITH et al., 2011).
CD72 € uma proteina da superfamilia das lectinas do tipo C célcio dependentes que contém
uma porcdo transmembrana hidrofébica e um dominio citoplasméatico com dois motivos
denominados tyrosine inibitory motifs (ITIMs), que quando fosforilados se ligam a proteina
tirosina fosfatase 1 (SHP-1) e a proteina adaptadora Grb2 (NKYIMBERG, 2010; WU, 2009).

As respostas desencadeadas pela ligagdo de CD72 foram estudadas principalmente em
células B, com resultados conflitantes. A maioria dos estudos mostrou que a ligacdo de CD100
a CD72 regula positivamente respostas de células B, revertendo o potencial inibitério de CD72
por causar a desfosforilacdo do ITIM e liberagédo de SHP-1 (revisado em WU, 2009). De fato,
células B de camundongos deficientes em CD72 sofrem hiper-proliferacdo ap6s Vvarios
estimulos quando comparadas com as células B de camundongos selvagens, enguanto que
camundongos deficientes de CD100 apresentam baixa proliferacdo de células B e de células B1
da cavidade peritoneal (PAN et al., 1999) e deficiéncias na imunidade humoral (SHI et al.,
2000). Camundongos deficientes de SHP-1 e CD72 também exibem uma expansao no nimero
de células B1, indicando que SHP-1 é necessario para regular negativamente o desenvolvimento
ou manutencdo dessas células (SCOTT et al., 1996). Coerentemente, em modelo de
camundongos CD100-transgénicos o0 numero de células B-1CD5+ é aumentado
significativamente (KUMANOGOH; KIKUTANI, 2001; PAN et al., 1999). Outros estudos,
porém, mostraram que a ligacdo de CD72 pode acentuar o potencial inibitorio desse receptor,
dependendo do estado de diferenciacdo das células B, intensidade dos sinais do receptor de
célula B (BCR) e concentracdo de CD100 (WU, 2009). Em mastdcitos também foi observada
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uma acao inibitoria da ligacéo de CD72 (TATSUKI, 2010). Tanto CD100 quanto um anticorpo
anti-CD72 levaram a fosforilagdo de CD72 e recrutamento de SHP-1, que desfosforilou
moléculas sinalizadoras resultando em redugdo da ativacdo de mastdcitos KIT dependente
(TATSUI, 2010). Os resultados citados mostram que dependendo do tipo celular CD100 pode

ter agdes distintas mediadas pelo mesmo receptor CD72.

1.6 CD2100 expresso por macréfagos

Embora diversas revisdes citem que CD100 é expresso em macrofagos (KIKUTANI,
2003; NKYIMBENG, 2010) poucos trabalhos avaliaram a expressao ou o efeito de CD100
nessas células. Um deles mostrou que a maioria dos leucdcitos no estroma tumoral eram
macrofagos, e que estes expressam CD100. Os autores observaram expressdo de CD100 apenas
em macréfagos murinos peritoneais ativados (por injecdo de CFA), mas ndo nos nao ativados
(controle) (SIERRA et al., 2008). A expressdo de CD100 in vitro ndo foi induzida por estimulos
de diferenciacdo (M-CSF, PMA, IL-10 ou TGF-B), mas sim por ativagdo com LPS (SIERRA
et al., 2008). Macrofagos de camundongos CD100 nocaute responderam a LPS aumentando a
producdo de TNF-a (SIERRA et al., 2008), e ndo apresentaram diferencas na producéo de
citocinas ou na capacidade de diferenciacdo em macréfago M2. No entanto, observou-se menor
recrutamento de células endoteliais para o tumor nos animais nocautes (SIERRA et al., 2008).
CD100 também ¢é importante na nefrite, aumentando a ativacdo de células T e B e 0
recrutamento de macréfagos nesse modelo de doenca (LI et al., 2009).

Estudos de nosso grupo mostraram que placas ateroscleréticas humanas possuem
macrofagos que expressam CDZ100, sendo essa proteina responsavel pela diminuicdo da
internalizacdo de LDL oxidado por inibir seu receptor CD36 (LUQUE et al., 2013). Mostramos
que tanto macréfagos “convencionais” quanto células espumosas expressam essa molécula na
membrana e de forma sollvel, especialmente quando ativadas por IFN-a e outros estimulos
inflamatorios. Interessantemente, vimos que apenas parte dos macré6fagos de baco expressam
CD100, sugerindo que essa molécula possa estar relacionada com subtipos especificos de
macrofagos (LUQUE et al., 2013). Em um segundo trabalho, mostramos que CD100 e as
plexinas, especialmente plexina B2, contribuem para a ligagdo de mondcitos humanos a células
endoteliais in vitro, e que essas duas células expressam CD100 na membrana, apontando para
a proteina como um dos participantes na interacdo célula endotelial-mondcito, um passo

importante na aterogénese e formacéo de trombos (LUQUE et al., 2015).
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Como ja mencionado, macrofagos sdo extremamente importantes na infecgdo por
Leishmania. No projeto de mestrado (GALUPPO, 2012) estudamos a expressao de CD100 em
macrofagos e suas possiveis interferéncias na infec¢do por Leishmania. Nosso interesse em
estudar CD100 no contexto dos macrofagos e infeccdo deve-se ao importante papel dessa

molécula no sistema imune e de macréfagos na leishmaniose, como descrito a seguir.

1.7  CD100 e infeccado de macréfagos por Leishmania (L.) amazonensis

No projeto de mestrado (GALUPPO, 2012) avaliamos a participagdo de CD100 na
infeccdo de macrofagos murinos por L. (L.) amazonensis. Mostramos que macrofagos
peritoneais residentes, estimulados com tioglicolato, ou diferenciados de mondcitos de medula
0ssea de camundongos BALB/c e C57BL/6 expressam CD100, analise realizada por Real Time
RT-PCR. Sabe-se que células que expressam CD100 exibem essa molécula na membrana
celular e podem também libera-la como uma forma soltvel apés clivagem proteolitica (BASILE
etal., 2007; ELHABAZI et al., 2001; ZHU et al., 2007). Muitas células que expressam CD100
como linfécitos, macrofagos e células dendriticas sdo também capazes de responder a essa
molécula (KUMANOGOH et al., 2000; KUMANOGOH et al., 2002; MIZUI et al., 2009).
Durante o projeto de mestrado ndo dispunhamos de ferramentas para modular a expressao de
CD100 em macrofagos e avaliar seu efeito na infeccdo por L. (L.) amazonensis. Por isso
produzimos a proteina recombinante soltvel (sCD100) e avaliamos seu efeito sobre a infeccéo
de macrofagos murinos, células que expressam CD72 e sdo capazes de responder a CD100
(MIZUIl etal., 2009; SMITH et al., 2011). Mostramos que SCD100 aumenta o indice de infeccéo
nas duas linhagens murinas por promastigotas de L. (L.) amazonensis (dados ndo publicados).

A fagocitose de Leishmania pelo macrofago é um processo complexo do qual
participam diversos receptores e moléculas do parasita, como ja citado (item 1.3), mas nenhuma
dessas moleculas foi descrita como ligante de CD100. O aumento da infectividade do
macrofago na presenca de sCD100 poderia ser resultado da reducdo de mecanismos
leishmanicidas dessa célula (por exemplo da ativacao classica do macréfago) ou da acdo direta
de sCD100 sobre alguma molécula envolvida na fagocitose do parasita. Medimos a producao
de Nitrito e a transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias na
presenca de sCD100 com ou sem LPS, mas ndo observamos altera¢des (dados nao publicados).
E possivel que haja alteragdes em termos de proteinas e ndo RNA, alteracbes em mediadores

ndo testados em nossos experimentos ou ainda a ligacdo de sCD100 em alguma proteina de
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membrana que favoreca a fagocitose. Parte dessas questdes foram trabalhadas ao longo deste

projeto de doutorado.



2 OBJETIVO
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O objetivo central do projeto foi avaliar o papel de CD100 na infeccdo do macréfago
por Leishmania (Leishmania) amazonensis. Para isso, analisamos o papel da molécula soltvel
e da expressa pelo macréfago na fagocitose e infeccdo, e analisamos a expressao e localizacédo

da proteina em macrofagos.

Objetivos especificos e abordagem técnica utilizada:

- Determinacéo da localizacao e expressao de CD100 em macrofagos peritoneais antes e apds
a infeccdo com L. (L.) amazonensis por imunofluorescéncia e Real Time RT-PCR,
respectivamente;

- Avaliagdo da fagocitose de particulas de Zymosan por macréfagos peritoneais na presenca ou
ndo de sCD100;

- Analise dos possiveis receptores responsaveis pelo efeito de sSCD100 em macrofagos (CD72
e FcR);

- Andlise do citoesqueleto de actina e tubulina em macréfagos estimulados ou ndo com sCD100,
infectados ou ndo com L. (L.) amazonensis por Imunofluorescéncia e Western Blot;

- Andlise da fagocitose de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis por macrofagos
estimulados ou ndo com sCD100 e BSA por imunofluorescéncia;

- Comparacdo da infectividade de macréfagos nocauteados ou ndo para CD100 por L. (L.)
amazonensis in vitro;

- Comparacéo do desenvolvimento de lesées em camundongos nocauteados ou ndo para CD100
infectados por L. (L.) amazonensis;

- Anélise da expressdo de CD100 em populagdes celulares especificas de baco e linfonodo de
camundongos C57BL/6 por FACs.



3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Cultivo de promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e determinacdo da
curva de crescimento

Promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa LV79 (MPRO/72/M1841) foram cultivados
em estufa de 24 °C em meio 199 completo pH 7,2 (9,90g/L de meio 199 (EARLE)
(CULTILAB), 0,33 g/L de bicarbonato de sodio, 40 mL/L de HEPES 1 M, 20 mL/L de adenina
(Sigma) a 5 mM, 2 mL/L de Hemina 0,25%, acrescido de 20 pg/mL de gentamicina e 10% de
soro fetal bovino (SFB, Life Technologies). A cada sete dias os parasitas foram repicados para
a densidade de 2x10%/mL. Para determinacéo da curva de crescimento uma aliquota da cultura
foi diluida em Formalina 1,5% e os parasitas contados em camara de Neubauer® (Ribeiréo
Preto, SP, Brasil).

3.2  Obtencdo de macrofagos peritoneais residentes e plaqueamento

Macrofagos residentes na cavidade peritoneal foram obtidos de animais da linhagem
BALB/c ou C57BL/6. Para isso, os animais foram sacrificados em camara de CO- e colocados
em recipientes contendo alcool 70% para a descontaminacéo da pele, que foi aberta para expor
a cavidade peritoneal. Cerca de 6 mL de PBS 1X estéril gelado foram injetados na cavidade
peritoneal e ap6s massagem o conteudo foi aspirado com seringa e centrifugado a 3000 xg
durante 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em
meio RPMI 1640 (Life Technologies) ndo suplementado. A contagem dos macréfagos foi
realizada em cAmara de Neubauer®.

A suspensdo de macréfagos peritoneais foi ajustada para 8x10° célula por poco (placa
de 24 pogos) para calculo do indice de infeccdo, 5x10° células por pogo (placa de 24 pogos)
para imunofluorescéncia ou 2x10° célula por poco (placa de 6 pogos) para extracio de RNA ou
obtencdo de lisado proteico. Transferiu-se 0,5 mL da respectiva suspensdo para placas de 24
pocos com laminula de vidro circular de 13 mm (Glass Técnica) para calculo do indice de
infeccdo ou imunofluorescéncia (sempre em triplicata, ou seja, com trés laminulas por
condic¢do) ou 2 mL da respectiva suspensédo para placa de 6 pogos para extracdo de RNA ou lise
das células para obtencdo de proteina. Ap6s duas horas de incubacéo em estufa a 37 °C, 5% de
CO2 0 meio foi trocado por RPMI 1640 pH 7,2 suplementado com 10% de SFB e antibiotico
gentamicina em temperatura ambiente, em seguida as células foram incubadas novamente em
estufa de 37 °C, 5% de CO- durante a noite.
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3.3 Obtencdo de mondcitos de medula 6ssea e diferenciacdo em macrofagos

Camundongos BALB/c e C57BL/6 foram sacrificados em camara de CO para a retirada
dos fémures e tibias. Os ossos foram mergulhados em alcool 70% e lavados em PBS 1X estéril
para a retirada das epifises. As células foram recolhidas lavando o canal medular com 10 mL
de meio R2030 (RPMI 1640 pH 7,2 com 30% de sobrenadante de cultura de fibroblasto L929
e 20% de Soro Fetal bovino) com uma agulha 21 G conectada a uma seringa de 10 mL. As
células retiradas foram transferidas para placas de Petri de poliestireno estéril (Optilux™) (S&o
Paulo, SP, Brasil) e mantidas a 37 °C, 5% de CO; por 7 dias. No terceiro/quarto dia foram
acrescentados mais 10 mL de meio R2030. Apos o sétimo dia 0 meio foi descartado e foram
adicionados 5 mL de meio RPMI pH 7,2 gelado sem SFB. Em seguida as placas contendo os
macrofagos aderidos foram incubadas em gelo por 15 minutos e as células foram descoladas
com a ajuda de rodinhos. As células soltas foram centrifugadas a 3000 xg a 4 °C por 10 minutos
e ressuspensas em meio RPMI pH 7,2 completo com 10% de SFB e gentamicina para a
contagem em camara de Neubauer e posterior plaqueamento para preparacao de lisado proteico
(item 3.2).

3.4  Obtencao de formas amastigotas de lesdo murina

Camundongos da linhagem BALB/c foram infectados com 2x10° formas promastigotas
de L. (L.) amazonensis no coxim plantar da pata esquerda. Na décima terceira semana 0s
animais foram sacrificados em camara de CO: e as patas removidas e maceradas em potter com
PBS 1X estéril. Em seguida o macerado foi transferido para um tubo conico de polipropileno
de 50 mL, mantido em gelo por 30 minutos e centrifugado a 50 xg durante 10 minutos a 4 °C
para retirada dos sedimentos. O sobrenadante foi recuperado e centrifugado a 1450 xg por 17
minutos, o pellet foi lavado trés vezes com 30 mL de PBS 1X estéril, seguido de centrifugacdo
a 1450 xg por 17 minutos. Apos as lavagens o pellet foi ressuspenso em 30 mL de meio RPMI
pH 7,2 suplementado com 4% de SFB e antibidtico gentamicina e incubado em temperatura
ambiente, sob agitacdo constante, durante 3 horas. Outra centrifugagdo nas mesmas condicoes
citadas foi realizada. O pellet contendo os parasitas foi ressuspenso em 2 mL de tampéo de lise
de hemécias (15 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 1 mM EDTA, pH 7,4) e mantido em gelo durante
1 minuto, em seguida foram adicionados 10 mL de PBS 1X estéril e centrifugou-se nas

condicGes acima. O pellet foi novamente lavado por duas vezes com 25 mL de PBS 1X estéril,
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centrifugado e ressuspenso em 1,5 mL de meio RPMI pH 7,2 suplementado com 10% de SFB

e antibiotico gentamicina para contagem dos parasitas em cdmara de Neubauer®.

3.5  Infeccdo dos macrofagos com Leishmania (L.) amazonensis

A infeccdo dos macrofagos aderidos a laminulas de vidro ou a placas de 6 pocos foi
realizada na proporcao de 5 ou 10 parasitos por macréfago com formas promastigotas no quarto
dia de crescimento ou amastigotas de lesdo murina de L. (L.) amazonensis durante 4, 24, 48 ou
72 horas. As células aderidas em laminulas circulares foram fixadas por incubacéo instantanea
das laminulas em metanol, coradas com kit de corante Instant Prov - NewProv e a infeccéo foi
contada em microscépio dptico, com objetiva de imersdo (100x). Foram analisados 100
macrofagos por laminula e determinada a proporcdo de macréfagos infectados (MI), o nimero
de amastigotas por macréfago infectado (AMA) e o indice de infecgdo (11=MI x nimero de
amastigotas contados).

3.6  Preparacdo do DNA plasmidial em grande escala

Para obtencdo da proteina CD100 soluvel fusionada com Fc (IgG) contamos com o
plasmideo de expressdo CD100-Fc (KUMANOGOH; et al., 2000) para células de mamiferos
gentilmente cedido pelo Prof. Kumanogoh (Osaka, Japdo). O plasmideo foi utilizado para
transformar bactérias DH5a, e a amplificagdo e extragdo do DNA plasmidial em grande escala
foram feitas com o kit NucleoBond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel) (S&o Paulo, SP, Brasil),
seguindo o protocolo do fabricante. O plasmideo purificado foi quantificado no aparelho

Nanodrop (Thermo Scientific).

3.7  Transfeccdo de células HEK293T para obtencéo da proteina CD100 solavel

Placas de 150 mm (Corning Incorporated - NY) foram semeadas com 7,5x10° células
HEK293T em meio DMEM + 5% soro “low-IgG” (Life Technologies) suplementado com L-
glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM e 1X solugéo de antibioticos-antimicoticos (Life
Technologies). Quando a confluéncia celular atingiu 70-80% (cerca de dois dias depois) 0 meio
de cultura foi substituido por meio contendo 1% de nutridoma (Roche). A transfecgdo das
células de cada placa foi feita da seguinte maneira: 10 pg do plasmideo CD100-Fc foram
misturados a 1 mL de uma solugdo de NaCl 150 mM e em seguida a 100 puLL de uma solugdo de
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polietilenimina (PEI, Sigma) a 0,45 mg/mL. A mistura foi agitada em vortex por 10 segundos
e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. O volume total (1,1 mL) foi adicionado
lentamente (gota a gota) a cada placa, que foi entdo incubada em estufa a 37 °C com 5% CO2

por sete dias.

3.8 Precipitacdo e purificacdo da proteina CD100 soltvel

Sete dias apos a transfec¢édo, os sobrenadantes das culturas de células foram coletados,
filtrados em membrana de 0,22 um e centrifugados a 7.500 xg por 10 minutos para precipitagéo
e remocao de debris. Ao sobrenadante recuperado adicionou-se o inibidor de protease PMSF
para 100 uM. As proteinas foram entdo precipitadas adicionando-se lentamente 60% p/v de
sulfato de amdnio e incubando-se sob agitacdo lenta a 4 °C por 24 horas. Seguiram-se duas
centrifugacgdes consecutivas a 10.000 xg por 45 minutos para coletar uma maior quantidade de
proteina precipitada. Os precipitados foram ressuspensos em PBS 1X (50 mL para cada 1 L de
cultura inicial) e centrifugados novamente nas mesmas condi¢cdes para remocdo de qualquer
particula ndo dissolvida. O sobrenadante desta segunda centrifugagao foi incubado com “beads”
de proteina G (Proteina G Sepharose 4FF GE, lavadas conforme instru¢6es do fabricante) na
propor¢ao de 1 mL de “beads” para 50 mL de sobrenadante, sob rotacdo a 4 °C por 24 horas. A
suspensdo foi entdo centrifugada a 800 xg por 5 minutos e as “beads” contendo a proteina
CD100-Fc foram transferidas para colunas de cromatografia (Bio-Rad). Seguiram-se duas
lavagens da coluna com 5 mL de PBS gelado e eluicdo em aliquotas de 500 pL utilizando
tampéo glicina 0,1 M, pH 3,0. Acrescentou-se a cada aliquota 50 pul de tampao Tris 1M pH 8,0
para neutralizacdo do pH. A concentragdo de proteina em cada aliquota foi determinada pelo
método de Bradford (BioRad) e a presenca da proteina CD100 foi analisada por SDS-PAGE e
Western blot (item 3.17 e 3.18).

3.9 Incubacédo das formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis com CD100
soltvel

Promastigotas de L. (L.) amazonensis cultivadas em meio 199 completo pH 7,2, foram
incubadas durante 2 horas com sCD100 na concentracdo de 200 ng/mL em temperatura de 24
°C. Apo6s o estimulo as formas promastigotas foram centrifugadas a 2.500 xg durante 10
minutos e ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, antibi6tico
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gentamicina, pH 7,2, para posterior infeccdo nos macréfagos peritoneais ja plaqueados (item
3.2).

3.10 Infeccédo de macrofagos peritoneais na presenca de CD100 soluvel

Macrofagos peritoneais residentes de camundongos da linhagem BALB/c ou C57BL/6
foram plaqueados em placas de 24 pogos como descrito no item 3.2 e infectados com formas
promastigotas no quarto dia de crescimento na propor¢do de cinco parasitas por macréfago
(como descrito no item 3.5). Os macrofagos foram plaqueados na presenca de sCD100 na
concentragdo de 100 ng/mL ou 200 ng/mL durante a noite, infectados na presenga de sCD100
por 4 horas e mantidos em RPMI pH 7,2 com sCD100 durante 24, 48 e 72 horas. O experimento
controle foi feito na auséncia de SCD100 em todas as etapas. As analises e compara¢6es foram

baseadas nos indices de infeccdo como descrito no item 3.5.

3.11 Fagocitose de Zymosan

Particulas de Zymosan (Molecular Probes) foram ressuspensas a 1 mg/mL (2x10’
particulas/mL) em meio RPMI pH7,2 suplementado com 10% de SFB, antibi6tico Gentamicina
e azida sodica 2 mM. O preparado foi sonicado e vortexado durante 20 minutos e armazenado
em geladeira. Os experimentos de fagocitose de zymosan foram feitos de forma similar aos de
infeccdo (item 3.5), na presenca ou auséncia de sCD100 nas concentracdes de 100 ou 200
ng/mL. As células foram incubadas na proporcao de 1 zymosan por célula por 1 hora, fixadas,
coradas e analisadas. O indice de fagocitose foi calculado de forma analoga ao indice de

infeccdo.

3.12 Analise da fagocitose por Imunofluorescéncia

As analises por microscopia confocal das imunofluorescéncias foram realizadas em
colaboracdo com o Prof. Dr. Mauro Javier Cortez do Departamento de Parasitologia do ICB
(USP), Prof. Dr. Renato Mortara na Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP) e com
apoio do Centro de Facilidade de Apoio a Pesquisa (CEFAP-USP).

Macrofagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c foram plaqueados em
placas de 24 pogos como descrito no item 3.2, estimulados ou ndo com 200 ng/mL de sCD100

ou 200 ng/mL de BSA durante a noite. Em seguida, a placa foi mantida em gelo e em cada poco
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foram adicionadas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 10 parasitas
por célula. A placa foi conservada em gelo durante 2 horas para que os parasitas se depositassem
sobre os macrdfagos sem a inicializacdo da fagocitose. Apds este periodo a placa foi incubada
durante 5 minutos em estufa de 33 °C e 5% de CO> para que ocorresse fagocitose.
Posteriormente as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 10 minutos,
lavadas 3 vezes em tampdo Brinkley (0,5 M MgCl,, 0,5 M EGTA e 0,5 M KCL) com 5% de
SFB, incubadas por 30 minutos em cloreto de amdnia 50 mM e mantidas por mais 30 minutos
em tampdo Brinkley com 5% de SFB. Em seguida, as células foram incubadas durante a noite
com soro anti-Leishmania (soro de camundongo BALB/c infectado, obtido no laboratério) na
diluigdo 1:75. Ap0s este periodo, foram lavadas cinco vezes com tampéo Brinkley 5% de SFB
em temperatura ambiente, permeabilizadas com 0,5% Triton x100, TBS+1%BSA durante 10
minutos, novamente lavadas em tampéo Brinkley 5% de SFB e incubadas durante uma hora
com um mix contendo Anti-mouse IgG (H+L) 488 alexa fluor (Thermo Scientific) na diluigdo
1:1000, Faloidina Texas Red (Molecular Probes) na dilui¢do 1:500 e DAPI na diluicdo 1:600.
As laminulas foram lavadas novamente cinco vezes com tampéao Brinkley 5% de SFB em
temperatura ambiente, montadas com blogueador (ProLong — Molecular Probes) e esmaltadas
para andlise em microscopia confocal. Para os dados quantitativos em microscopia de
fluorescéncia foram contados 500 macrofagos infectados ou ndo, a partir da marcagdo com
Faloidina (actina) e DAPI (nlcleo). Foram quantificadas as formas promastigotas aderidas mas
ndo internalizadas marcadas em verde e as formas promastigotas internalizadas marcadas

apenas com DAPI (nucleo e cinetoplasto).

3.13 Analise da conformacéao do citoesqueleto de macréfagos por Imunofluorescéncia

Macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram plaqueados como descrito no
item 3.2, estimulados com 100 ng/mL e 200 ng/mL de sCD100 ou 100 ng/mL e 200 ng/mL de
BSA. Para a andlise da marcacdo de tubulina e actina os macrofagos foram fixados com
paraformaldeido 4% durante 10 minutos, lavados trés vezes em tampéo Brinkley com 5% de
SFB, incubados por 30 minutos em cloreto de aménia 50 mM, mantidos por mais 30 minutos
em tampéao Brinkley com 5% de SFB, em seguida permeabilizados com 1% de BSA/TBS, 0,1%
Triton durante 10 minutos e lavados trés vezes em tampdao Brinkley com 5% de SFB.

Durante uma hora os macréfagos foram incubados com anticorpo anti-Tubulina na
diluicdo 1:100 (Thermo Scientific), e em seguida foram incubados durante duas horas com
Faloidina Texas Red (Molecular Probes) na diluicdo 1:500, DAPI na dilui¢do 1: 600 e anti —
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Rabbit Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific) na dilui¢do 1:100. As laminulas foram lavadas trés
vezes em tampédo Brinkley com 5% de SFB e as células foram montadas em bloqueador

(ProLong — Molecular Probes) e esmaltadas para analise em microscopia confocal.

3.14 Analise da polimerizacdo de actina e marcacdo de CD100 em macrdéfagos por
Imunofluorescéncia

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram plaqueados como descrito no
item 3.2, estimulados ou ndo com 200 ng/mL de sCD100 durante a noite. Em seguida, a placa
foi mantida em gelo e em cada pogo foram adicionadas formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis na proporc¢do de 10 parasitas por célula na presenca ou auséncia de 200 ng/mL de
sCD100. A placa foi conservada em gelo durante 2 horas, e ap06s este periodo foi incubada
durante 5 minutos ou 4 horas em estufa de 33 °C e 5% de CO_ para que ocorresse fagocitose.

Posteriormente as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 10 minutos,
lavadas 3 vezes em tampéo Brinkley com 5% de SFB, incubadas por 30 minutos em cloreto de
amonia 50 mM, mantidas por mais 30 minutos em tampéao Brinkley com 5% de SFB e
permeabilizadas com 0,5% Triton x100, TBS + 1% BSA durante 10 minutos. Novamente foram
lavadas em tampdo Brinkley 5% de SFB. Em seguida, as células foram incubadas durante a
noite com soro anti-Leishmania (soro obtido no laborat6rio) na diluicdo 1:75. Apds este
periodo, foram lavadas trés vezes com tampédo Brinkley 5% de SFB em temperatura ambiente,
e incubadas durante uma hora com um mix contendo anti-Mouse 1gG (H+L) Alexa FlGor 488
(Thermo Scientific) na diluicdo 1:1000, Faloidina Texas Red (Molecular Probes) na dilui¢éo
1:500 e DAPI na diluicdo 1:600. As laminulas foram lavadas novamente cinco vezes com
tampéo Brinkley 5% de SFB em temperatura ambiente, montadas com bloqueador (ProLong —
Molecular Probes) e esmaltadas para analise em microscopia confocal.

3.15 Analise da marcacdo de CD100 em macrofagos por imunofluorescéncia

Macrofagos peritoneais de animais BALB/c foram plaqueados como descrito no item
3.2. Em seguida, a placa foi mantida em gelo e em cada poco foram adicionadas formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis ou ndo na proporcéo de 10 parasitas por célula. A placa
foi conservada em gelo durante 2 horas. Apoés este periodo a placa foi incubada durante 5, 10,
30 minutos ou 4 horas em estufa de 33 °C e 5% de CO para que ocorresse fagocitose.
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Posteriormente as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 10 minutos,
lavadas trés vezes em tampdo PBS1x + 2% SFB, 30 minutos em cloreto de am6nia 50 mM,
mantidas por mais 30 minutos em PBS1x + 2% SFB e em seguida permeabilizadas com 0,5%
Triton x100, TBS+1% BSA durante 10 minutos. Apos este periodo as células foram incubadas
durante a noite com soro anti-Triparedoxina (anticorpo feito em coelho cedido pelo professor
Carlos Robelo do Instituto Pasteur, Montevideu) na dilui¢cdo 1:100 e/ou anti-CD100 (feito em
rato, da eBioscience) na diluicdo 1:50. No dia seguinte as laminulas foram lavadas trés vezes
com tampao PBS1x + 2% SFB e incubadas durante uma hora com anti-Rabbit IgG (H+L) Alexa
Fluor488 (Thermo Sientific) na diluicdo 1:1000, anti-Rat 1gG Alexa Fluor 568 (Thermo
Sientific) na diluicdo 1:1000 e DAPI na dilui¢do 1:600. As laminulas foram lavadas novamente
trés vezes com tampdo PBS1x + 2% SFB, montadas com bloqueador (ProLong — Molecular

Probes) e esmaltadas para analise em microscopia confocal.

3.16 Analise da marcacgdo de CD72 em macréfagos por Imunofluorescéncia

Macroéfagos peritoneais de camundongos BALB/c foram plaqueados e fixados (sem
infeccdo com Leishmania) como descrito em 3.15. Os macrdéfagos foram incubados com
anticorpo anti-CD72 H-96 (Santa Cruz Biotechnologies) na diluicdo 1:75 durante a noite, e
apos lavagens com tampao Brinkley com 5% de SFB foram incubados durante duas horas com
DAPI na diluicdo 1: 600 e anti— Rabbit Alexa Fluor 488 (Thermo Scientific) na diluicdo 1:100.
Em seguida as laminulas foram lavadas trés vezes em tampdo Brinkley com 5% de SFB e as
células foram fixadas em blogueador (ProLong — Molecular Probes) e esmaltadas para analise

em microscopia confocal.

3.17 SDS-PAGE

Foram preparados géis de separacdo e empilhamento segundo Sambrook et al., 1989. O
gel de separacdo foi composto de 10% acrilamida:bisacrilamida 37, 5:1, 0,375 M Tris pH 8,8,
0,1%SDS, 0,1% persulfato de amoénio e 0,04% v/v de TEMED (N,N,N’ N’ —tetrametil-
etilenodiamina) e sua polimerizacdo foi feita a temperatura ambiente por 1 hora. O gel de
empilhamento aplicado acima do gel de separacédo foi composto de 5% acrilamida, 0,13 M Tris
pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% persulfato de aménio e 0,1% v/v de TEMED e sua polimerizacéo foi

feita por 1 hora.
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As amostras de proteina foram preparadas em tampdo de amostra para 1x (2% SDS,
0,085 M Tris/HCI pH 6.8, 0,1% azul de bromofenol 1,2% 2BR-mercaptoetanol, 10% glicerol),
fervidas a 95 °C por 5 min e aplicadas nas canaletas do gel. A eletroforese foi realizada a 60 V
para o gel de empilhamento e a 120 V para o gel de separacdo, em tampao de corrida 25 mM
de Tris-HCI, 250 mM de glicina e 0,1% de SDS.

3.18 Western Blot

A transferéncia das proteinas do gel de SDS-PAGE (item 3.17) para a membrana de
nitrocelulose (Amersham TM Hybond TM - ECL, GE Healthcare) foi feita em tampéo de
transferéncia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, 0,1% SDS e pH 8,2) por 1 hora a
100 V utilizando o equipamento “Mini Trans-Blot” (Bio-Rad). A membrana foi corada com o
corante Ponceau S (5% Ac. Acético e 0,2% Ponceau S) para analise das bandas e descorada em
agua. De forma geral, as membranas foram bloqueadas com PBS 1X com 5% leite e 0,1%
Tween 20 por 1 hora, e incubadas com o anticorpo primario (ver detalhes abaixo) diluido em
PBS com 2,5% leite e 0,1% Tween 20 por 2 horas ou durante a noite, dependendo do anticorpo.
Foram realizadas trés lavagens de 10 minutos com PBS 0,1% Tween 20 e as membranas foram
incubadas com anticorpo secundario (ver abaixo) diluido em PBS 1X com 2,5% leite e 0,1%
Tween 20 durante uma hora. Foram realizadas duas lavagens de 10 minutos com PBS 0,1%
Tween 20, e uma ultima lavagem apenas com PBS 1X. Em seguida foi adicionado ECL
(Amersham™ ECL™ detection systems, GE) sobre as membranas por 5 minutos e elas foram
expostas a filme de raio-X.

Para utilizacdo de uma mesma membrana para identificacdo de outra proteina (por
exemplo GAPDH, para normalizacgéo), os anticorpos foram retirados da membrana através do
procedimento de “stripping”. A membrana foi lavada trés vezes com PBS 0,1% Tween 20,
mantida durante 5 minutos em solucdo de Azida Sédica 0,05% e durante 15 minutos em acido
citrico 50 mM. Em seguida a membrana foi lavada 3 vezes novamente com PBS 0,1% Tween

20 e bloqueada durante 1 horas com PBS com 5% de leite e 0,1% Tween 20.

Anticorpos primarios e secundarios utilizados:

- Para confirmacéo da identidade da proteina CD100 solUvel recombinante utilizamos como
primario o anti-mouseSemaphorin 4D/CD100 (R&D Systems) diluido 1:250 por 2 horas e
como secundario anti-Rat IgG — Peroxidase (Sigma-ALDRICH) diluido 1:2000.
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- Para quantificacdo de actina polimerizada (F- actina) e globular soltvel (G-actina) utilizamos
anti-p actina (Imuny Anticorpos Nacionais) na dilui¢ao 1:1000 durante a noite e anti-Rabbit
IgG (H+L) (Imuny Anticorpos Nacionais) na dilui¢do 1: 2000.

- A andlise da expressdo de CD72 foi feita usando o anti-CD72 H-96 (Santa Cruz
Biotechnology) diluido 1:200 durante a noite e anti-Rabbit HRP (Imuny Anticorpos Nacionais)
diluido 1:1000.

- Normaliza¢des com GAPDH foram feitas quando necessario utilizando anti-GAPDH (Sigma
Aldrich) diluido 1:10000 durante a noite e anti-Rabbit HRP (Imuny Anticorpos Nacionais)
diluido 1:1000.

- A fosforilagdo de ERK foi avaliada empregando o anticorpo primario Anti-pERK (Erk1/2)
(Cell Signaling, gentilmente cedido pela Profa Fernanda Ortis) diluido 1:1000 durante a noite
e anti-Rabbit HRP (Cell Signaling) diluido 1:1000.

3.19 Analise da polimerizacéo de Actina por Western Blot

Para a obtencao do lisado proteico para a analise da polimerizacéo de actina por western
blot, macrofagos derivados de mondcitos da medula 6ssea de camundongos BALB/c foram
plagqueados na presenga ou ndo de 200 ng/mL de sCD100 como descrito no item 3.3. A infecgédo
foi realizada com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis na proporcao 10:1, na presenca
ou ndo de 200 ng/mL de sCD100 por 5, 10, 30 minutos e 4 horas, como descrito no item 3.12.
Em seguida as células foram lisadas em 50 pL de tampao de lise (1 MM de EDTA, 150 mM de
NaCl, 50 mM de Tris pH7,4, 1% de Triton x-100, 200 mM de PMSF, Proteoblock 100x e 5 pL
de DNase | 1U/ pL). Apos a lise, a proteina foi quantificada por Bradford e tubos contendo de
30 pg de proteina para os macrofagos ndo infectados (controle) e 60 g de proteina para 0s
infectados foram centifugados a 50.000 xg por uma hora a 37 °C. O sobrenadante foi separado
do pellet e ao pellet foram adicionados 1 pL de DNAse | 1U/ pL (Invitrogen), 1 uL de EDTA
25 mM (Invitrogen) e 8 pL de buffer DNAse | 10x (Invitrogen) e incubados por 15 minutos a

37 °C. As amostras para Western blot foram preparadas com tampéo de amostra.

3.20 Analise da expressdo de CD72 em macrofagos peritoneais e esplendcitos por
Western Blot

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram plaqueados como descrito no
item 3.2 e estimulados ou ndo com 200 ng/mL de sCD100. Células L929 (linhagem de
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fibroblasto) foram cultivadas em meio RPMI pH 7,2 completo com 10% de SFB. Em seguida
as células foram lisadas em 50 pL de tampdo de lise (item 3.19)

Para obtencao do lisado de células de baco, um camundongo BALB/c foi eutanasiado e
0 baco foi removido assepticamente. Esplendcitos foram obtidos por maceragdo do 6rgdo em
meio RPMI 1640 (Sigma), em seguida foi realizada uma lavagem através de centrifugacdo a
3000 xg. Os glébulos vermelhos foram lisados em uma solucédo de lise de hemécias (150 mM
de NH3CI, 10 mM de KHCO3, 0,1 mM de EDTA) por 1 minuto em temperatura ambiente. Em
seguida duas outras lavagens foram realizadas em meio RPMI 1640 e apos centrifugacédo a 3000
xg o pellet foi ressuspenso em 1 mL de tampé&o de lise (item 3.19).

A concentracdo de proteinas nos lisados de macrofago e de baco foi determinada pelo
método de Bradford e amostras contendo 30 pg de proteina foram preparadas em tampéo de

amostra (item 3.19).

3.21 Analise da fosforilagdo de ERK em macrdéfagos por Western Blot

Para a andlise da fosforilacdo de ERK por western blot, macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c foram plaqueados na presenca ou ndo com 200 ng/mL de sCD100 como
descrito no item 3.2. A infec¢éo foi realizada com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis
na proporc¢do 20:1, na presenca ou ndo com 200 ng/mL de sCD100 e INFy na concentracdo 100
U/mL. Como controle foram usados também macréfagos estimulados com INFy durante 3
horas. Em seguida as células foram lisadas em tampdo de lise (20 mM de PIPES, 100 Mm de
NaCl, 1 mM de EDTA, 0,1% de CHAPS, 10% de Sacarose, 0,1% de triton X-100, 50 uM de
digitonina e Proteoblock 100 X), as proteinas quantificadas por Bradford e amostras de 20 g

foram preparadas em tampéao de amostra.

3.22 Infeccdo de macrdfagos peritoneais na presenca de sCD100 e bloqueadores de
receptor Fc, IlgG1 humano ou anti-CD72

A metodologia para os trés experimentos (com blogueadores de receptor Fc, 1gG1
humano ou anti-CD72) é semelhante a descrita no item 3.10, mas com as seguintes

peculiaridades:

1) Bloqueadores de Fc: (gentilmente cedidos pela Profa. Ana Paula Lepique do Departamento
de Imunologia, ICB- USP)
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- Macrofagos plaqueados na presenca de SCD100 na concentracéo de 200 ng/ml durante a noite,
infectados na presenca de sSCD100 por 4 horas e mantidos em RPMI pH 7,2 suplementado com
sCD100 durante 4 e 24 horas;

- Macrofagos plaqueados e incubados inicialmente com bloqueadores de receptor Fc (CD16 e
CD32) na concentragdo de 0,1 pg/mL por 10 minutos, em seguida com sCD100 na
concentragdo de 200 ng/mL durante a noite. Posteriormente infectados na presenca de sCD100
e bloqueadores durante 4 e 24 horas;

- Macrdéfagos plaqueados, incubados por 10 minutos com bloqueador de receptor Fc (CD16 e
CD32) na concentragdo de 0,1 pg/mL e infectados na presenca de bloqueadores por 4 e 24
horas;

- Macrofagos plaqueados e infectados durante 4 e 24 horas. Experimento controle.

2) 1gG1 humano recombinante:

- Macrofagos plaqueados na presenca de SCD100 na concentracdo de 200 ng/ml durante a noite
e infectados na presenca de sSCD100 por 4, 24, 48 e 72 horas;

- Macrofagos plagueados com sCD100 na concentracdo de 200 ng/mL e 70 ng/mL de IgG1 Fc
recombinante humano (R&D systems) durante a noite, em seguida infectados na presenca de
sCD100 e IgG1 durante 4, 24, 48 e 72 horas;

- Macrofagos plaqueados na presenca de 70 ng/mL de IgG1 recombinante humano durante a
noite, em seguida infectados por 4, 24, 48 e 72 horas contendo 1gG1;

- Macrofagos plaqueados e infectados durante 4, 24, 48 e 72 horas. Experimento controle.

3) Anti-CD72:

- Macrdéfagos plaqueados na presenca de sSCD100 na concentracdo de 200 ng/ml durante a noite
e infectados na presenca de sCD100 por 48 horas;

- Macréfagos plaqueados e incubados por 1 hora com anti-CD72 H-96 (Santa Cruz
Biotechnology) na concentracdo de 10 pg/mL, em seguida adicionou-se sCD100 para 200
ng/mL durante a noite. Infeccdo na presenca de anti-CD72 e sSCD100 por 48 horas;

- Macrofagos plaqueados, incubados com 10 pg/mL de anti-CD72 durante a noite e infectados
por 48 horas na presenca de anti-CD72,;

- Macrofagos plaqueados e infectados durante 48 horas. Experimento controle.

As andlises e comparag6es foram baseadas nos indices de infecgdo como descrito no item 3.5.
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3.23 Extracao e quantificacdo de RNA de macro6fagos

A extracdo de RNA foi feita seguindo instrucbes do fabricante (manual Trizol,
LifeTechnologies). As células foram lisadas diretamente na placa com 1 mL de Trizol por 5
minutos a temperatura ambiente e o material foi transferido para tubos eppendorf. Foram
adicionados 0,2 mL de cloroférmio e a mistura foi rigorosamente agitada por 15 segundos e
mantida em repouso por 3 minutos. Apds centrifugacdo a 16.000 xg por 15 minutos a 4 °C a
fase aquosa (sobrenadante) foi transferida para outro tubo e misturada por inversdes com 0,5
mL de isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e 0 RNA
foi recolhido por centrifugacéo a 16.000 xg por 15 minutos a 4 °C. O precipitado foi lavado
com 1 mL de etanol 70% nas mesmas condi¢fes da centrifugacéo anterior e seco a temperatura
ambiente. O RNA foi ressuspenso em 10 pL de &gua DEPC (LifeTechnologies), rigorosamente
agitado, aquecido por 10 minutos a 65 °C e transferido para gelo.

O RNA foi quantificado por espectrofotometro (Nanodrop—ThermoScientific) no
comprimento de onda de 260 nm e o grau de pureza da amostra foi avaliado pela relacéo entre
as leituras a 260 e 280 nm (idealmente entre 1,8 e 2,0). Uma aliquota de 0,5 pg em tampéo
contendo concentragdes finais de 3,5 mM Uréia, TAE 1X, glicerol a 15% e azul de bromofenol
foi aplicada em gel de agarose 2% para visualizar a integridade por meio da razéo entre a
intensidade das bandas de RNA ribossémico 28S e 18S (que deve ser proxima de 2) e para

verificar possiveis contaminacdes com DNA gendmico.

3.24  Transcricao reversa

A transcrigdo reversa do RNA para cDNA foi feita utilizando a enzima SuperScript™ |1
Reverse Transcriptase (Life Technologies). A 1,7 ug de RNA foram adicionados 50 ng de
random primers, 250 ng de oligo (dT), 500 uM de dNTP (Life Technologies) em H.O DEPC
para 20 pL. Esta mistura foi aquecida por 5 minutos a 65 °C e por 2 minutos a 42 °C em
termociclador e em seguida foram adicionados 7 mM DTT, 40 U de inibidor de RNase
(RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor — Life Technologies), 200 U da
transcriptase reversa, tampdo 20 mM Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM KCI. Essa mistura foi incubada
por 50 minutos a 42 °C e 15 minutos a 70 °C.
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3.25 Real-Time RT-PCR

As reacdes de PCR em tempo real foram feitas em placas de 96 pogos (Thermo-Fast®
96 PCR Plate Non-Skirted) (S&o Paulo, SP, Brasil) utilizando ABsolute QPCR SYBR Green Mix
(ThermoScientific) no equipamento Mastercycler®eprealplex (Eppendorf) (Sdo Paulo, SP,
Brasil). O valor da linha de corte (threshold) que define o nivel de fluorescéncia detectavel e,
portanto, o Ct, foi determinado automaticamente.

As reacdes foram feitas em triplicata, utilizando por poco 1,97 pL do cDNA diluido
1:10, oligonucleotideos nas concentra¢fes padronizadas, 7,6 pL de SYBR GreenMix e H20
nucleassefree em quantidade suficiente para 15 pL. Como controles foram feitas reacfes na
auséncia de cDNA. As condicdes de amplificacdo utilizadas foram: 15 minutos a 95 °C, seguido
de 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30 segundos e 68 °C por 30 segundos. A
especificidade da amplificacdo foi confirmada pela da curva de “Melting” ou dissociagéo,
usando o programa: 30 segundos a 95 °C, 30 segundos a 60 °C, 15 segundos a 95 °C.

Apds a determinacdo das concentracdes ideais de oligonucleotideos e das eficiéncias de
amplificacdo de cada par de oligonucleotideos, utilizamos o método de 224¢t (Livak&
Schmittgen 2001) (pois os genes tiveram eficiéncias proximas a 2) para calculo da quantificacdo

relativa (QR) com o gene normalizador GAPDH.

QR =2AACt, onde ACt = Ct alvo — Ct referéncia, e AACt = ACt amostra — ACt controle

- Oligonucleotideos usados no Real-Time RT-PCR

Os oligonucleotideos para amplificacdo de CD100 murino foram obtidos a partir de Li
et al. (2009) e avaliados usando o programa DNASTAR (Tms de aproximadamente 60 °C e
auséncia de pareamentos significativos entre si e internos). Os primers para amplificacdo de
GAPDH murino foi sintetizado com base nas sequéncias obtidas por colaboracdo com o

Laboratério de Imunologia do Incor.

Primer Forward Reverse
GAPDH 5’-GGTCGGTGTGAACGGATTTG-3’ 5’-GGGTCGTTGATGGCAACAAT-3’

CD100 5’-ACCACCTGAACTTGACATCCTT-3’ | 5-ACCATGACTGATGTGTAGCTGTG-3’

Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de Real-Time RT-PCR
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3.26 Atividade de tirosina fosfatase

Os experimentos de analise da atividade de fosfatase foram realizados em colaboracéo
com o Prof. Dr. Fabio Forti e Dr. Thompson Eusébio do Instituto de Quimica — USP, seguindo
protocolo padronizado por seu grupo.

Macrdfagos foram plaqueados na presenga de SCD100 durante a noite, estimulados com
INFy durante 3 horas ou infectados com L. (L.) amazonensis durante 4 horas. Formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis foram estimuladas com sCD100 por 4 horas e macréfagos
e formas promastigotas de L. (L.) amazonensis ndo estimuladas foram utilizados como controle
para anélise da atividade de fosfatase.

As células foram lisadas com tampéo de lise (20 mM de PIPES, 100 mM de NaCl, 1
mM de EDTA, 0,1% de CHAPS, 10% de Sacarose, 0,1% de Triton x-100, 50 uM de digitonina
20 mM e Proteoblock 1:100), quantificadas por Bradford e 5 pg foram utilizados para a reacgéo.
As amostras foram incubadas em tampéao 1 X, pH 7 (300 mM de Tris, 750 mM de NaCl e 10
mM de EDTA) com DTT 200 mM, BSA 5 mg/mL, DMSO 1%, na presenca do substrato 3- O-
methylfluorescein phosphate (OMFP) 2 mM, que é hidrolisado por fosfatases produzindo O-
methylfluorescein (OMF), detectavel no comprimento de onda de 485/525 nm. O controle
negativo foi feito acrescentando-se Ortovanadato de Sddio (Na2vO4) 2 mM que é
um inibidor de proteina tirosina fosfatase. A leitura da atividade foi realizada no aparelho
TECAN.

3.27 Triagem dos camundongos C57BL/6 nocautes para CD100

Camundongos C57BL/6 heterozigotos para CD100 foram cedidos gentilmente pela Dra.
Laurence Brass da Universidade da Pennsylvania. Em nosso biotério os animais foram
acasalados para a geracao de animais homozigotos. A partir da primeira geracgdo, as pontas das
caudas dos filhotes foram cortadas para a lise e extragdo do DNA para triagem por PCR. As
caudas foram mantidas em 0,5 mL de Tail Buffer (1 M Tris pH7,5, 5 M NaCl, 0,5 mM EDTA
pH 8, 20% SDS) com 20 mg/mL de proteinase K durante a noite a temperatura de 55 °C. Em
seguida foram adicionados 0,5 mL de fenol cloroférmio (Invitrogen), misturou-se e manteve-
se por 15 minutos em temperatura ambiente. Foi realizada uma centrifugagcéo a 13.000 xg
durante 15 minutos, ao sobrenadante foi adicionado 1 mL de etanol 100% e manteve-se por 30
minutos a temperatura ambiente. Foi realizada outra centrifugacdo de 10 minutos, e ao pellet

foram adicionados 1 mL de etanol 70%, seguido de outra centrifugacdo nas mesmas condicdes.
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O pellet livre de etanol foi ressuspenso 100 puL de TE (Tris-EDTA pH8) e incubado a 55 °C
durante 30 minutos.

Para amplificacdo utilizamos 1 puL de DNA extraido da cauda dos animais, 0,5 uM de
cada oligonucleotideo mostrado na tabela 2,50 mM de MgCl, 10 mM de dNTPs, 1U da Taq
Platinum polimerase (Lifetecnologies), tampéo para 1x e H2O nuclease free para um volume
final de 25 uL. A ciclagem foi realizada no termociclador Applied Biosystems com uma etapa
inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo por 45
segundos a 94 °C, annealing por 45 segundos na temperatura de 62 °C e extensdo a 72 °C de um

minuto.

Primer Forward Reverse

CD100 KO | 5’-GTCCTTGCTGCTACCCCACAGCAG-3’ | 5’-CGCAGCGCATCGCCTTCTATCGCC -3’

CD100 WT | 5-GTCCTTGCTGCTACCCCACAGCAG-3’ | 5-ACATTCTCAGTGCACTTTGCTTC -3’

Tabela 3. Oligonucleotideos utilizados nos experimentos de PCR para triagem dos animais nocautes para CD100

ApoGs a triagem, os animais homozigotos nocautes para CD100 foram acasalados e

mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il — USP.

3.28 Analise in vivo das les6es dos camundongos C57BL/6 infectados com Leishmania
(L.) amazonensis

Camundongos C57BL/6 nocautes para CD100 (quatro animais) e camundongos
C57BL/6 selvagens (quatro animais) foram infectados com 2x10° formas promastigotas de L.
(L.) amazonensis no quarto dia de cultivo (inicio da fase estacionéria) no coxim plantar da pata
esquerda. Uma vez por semana, durante 13 semanas, as patas infectadas e nédo infectadas dos
animais foram medidas em termos de largura e espessura para acompanhamento do
desenvolvimento da leséo.

Foi calculada a area de cada pata (largura x espessura) e em seguida subtraimos do valor
da area da pata infectada (esquerda) o valor da &rea da pata ndo infectada (direita). Graficos XY
foram construidos para cada animal e calculamos a area sob a curva de cada um. A comparagédo
e andlise estatistica das areas sob as curvas de animais selvagens e nocautes foi feita por teste
L.
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3.29 Analise de populagdes celulares por citometria de fluxo

As células foram isoladas de baco e linfonodo (popliteo e inguinal) de camundongo
C57BL/6 saudavel. Para marcacdo de superficie, 6x10° células foram lavadas, os globulos
vermelhos foram lisados em solucdo de lise (150 mM de NH3CI, 10 mM de KHCO3, 0,1 mM
de EDTA) por 1 minuto em temperatura ambiente, as células foram lavadas novamente e
ressuspensas em FACs buffer (PBS 1X com 2% de Soro Fetal Bovino) para a realizacdo das
marcacdes. Os anticorpos utilizados para as marcacdes foram: Anti- F4/80 FITC (eBioscience
— clone: BM8) na diluigéo 1:50, Anti- CD3 APC Cy7 (BD —clone: 145-2C11) na diluig&o 1:50,
Anti- CD19 PE Cy7 (BD —clone: ID3) na dilui¢do 1:100, Anti- CD11c APC (BD —clone: HL3)
na diluicdo 1:100 e Anti — Sema4D PE Rat IgG2B (R&D Systems) na diluigéo 1:5. A incubacgéo
foi realizada durante 45 minutos a 4 °C, apds este periodo as células foram lavadas duas vezes
com FACs Buffer com centrifugacGes a 450 xg durante 5 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
desprezado e as células ressuspensas em 200 uL de FACs Buffer para analise no citbmetro de
fluxo (FACS Canto - BD Biosciences).

3.30 Analise estatistica
Todos os graficos e analises estatisticas foram feitos no programa GraphPad Prism.

Foram empregados teste t ou ANOVA com Tukey pos teste, dependendo do nimero de

amostras comparadas. Valores de p inferiores a 0.05 foram considerados significativos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1  Indice de infeccdo por Leishmania (L.) amazonensis em macrofagos peritoneais
residentes

Experimentos realizados durante o mestrado (GALUPPO, 2012) mostraram que
macrofagos peritoneais residentes, recrutados com tioglicolato e derivados da medula 6ssea, de
camundongos BALB/c e C57BL/6 expressavam CD100. Mostramos também que quando
infectados por promastigotas de L. (L.) amazonensis cepa LV79 cultivados em meio Warren
pH7,2 em diferentes propor¢bes de parasita/macrofago, esses macrdfagos apresentaram
diminuicdes dos indices de infeccdo ao longo de 4, 24, 48 e 72 horas. Esses dados ndo eram
esperados considerando que os parasitas sdo capazes de se multiplicar no macréfago, o que
levaria ao aumento dos indices com o tempo.

Uma hipotese para isso seria uma baixa metaciclogénese em meio Warren, que era
utilizado no laboratorio para o cultivo das formas promastigotas. Para verificar essa hipotese
cultivamos parasitas recém-isolados de lesdo murina em meio 199 pH 7,2 completo (item 3.1).

A figura 5 mostra a curva de crescimento de promastigotas de L. (L.) amazonensis em
meio 199 completo pH7,2. Nota-se no quarto dia de crescimento a maior densidade de parasitas
viaveis, dado diferente da cinética de crescimento das formas promastigotas cultivadas em meio
Warren completo pH 7,2 (dados ndo mostrados), na qual o0 maior nimero de parasitas viaveis

era observado no sétimo dia de cultura.
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Figura 5. Curva de crescimento de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, cepa LV 79, cultivadas em meio
199, pH 7,2 durante sete dias. Resultado de um experimento representativo de quatro.

A partir desses dados consideramos que no quarto dia de crescimento as formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis estdo no inicio da fase estacionaria, com parte dos
parasitas na fase metaciclica, ja que no quinto-sexto dia a densidade de parasitas de cultura

comeca a diminuir. Realizamos entdo novas infecgdes em macrofagos peritoneais utilizando
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parasitas no 4° dia de cultivo em meio 199 pH7,2 completo para a anélise da evolugdo da
infeccdo.

Nos experimentos de infeccdo utilizamos inicialmente macrofagos peritoneais de
camundongos BALBI/c, ja que ndo observamos diferencas importantes entre os subtipos de
macrdfagos e linhagens murinas na infeccéo e expressdo de CD100 (GALUPPO, 2012; dados
ndo publicados). A figura 6 mostra os indices de infeccdo de macrofagos peritoneais infectados
por 4, 24, 48 e 72 horas. O aumento dos indices com o tempo (diferenca estatistica significante)
sustenta nossa hipotese de problemas na diferenciacdo em metaciclicos no meio Warren e nos
levou a optar pelo cultivo de L. (L.) amazonensis em meio 199 pH7,2 completo para os

experimentos seguintes.
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Figura 6. indice de infeccdo de macréfagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados com promastigotas de
L. (L.) amazonensis, cepa LV79, cultivadas em meio 199, pH 7,2 na propor¢do de 5 parasitas por macrofago por 4,
24,48 ou 72 h. Analise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento representativo de trés. *: p<0,05.

Realizamos infec¢Bes com amastigotas de lesdo murina para comparar com o padrao
obtido com promastigotas cultivados em meio 199 pH7,2 completo. O resultado apresentado
na figura 7 mostra também um aumento estatisticamente significante de infeccdo ao longo do
tempo, mas indices de infeccdo maiores do que os obtidos com promastigotas. A partir desse
momento todos os experimentos foram feitos com promastigotas cultivados em meio 199 pH

7,2 completo.
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Figura 7. indice de infecgdo de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados com amastigotas de
L. (L.) amazonensis cepa LV79 de lesdo murina, na proporcéo de 5 parasitas por macrofago por 4, 24, 48 ou 72h.
Analise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento em triplicata. *: p<0,05.

4.2  Expressdo de CD100 em macrdfagos peritoneais infectados com Leishmania (L.)
amazonensis

Dados de nosso grupo mostraram que CD100 é mais expresso em macréfagos humanos
sob estimulo inflamatério (LUQUE et al., 2013), mas sua expressdo nunca foi estudada no
contexto de uma infeccdo. Sabendo que os diversos macrofagos murinos estudados expressam
CD100 (dados do mestrado), buscamos analisar se a infeccdo com promastigotas nas novas
condigdes de cultivo alteravam os niveis de transcritos de CD100 no macréfago. Para isso,
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram infectados com L. (L.) amazonensis
na proporgdo de 5 parasitas por macrofago durante 4, 24, 48 e 72 horas, e 0 RNA foi coletado
e utilizado para quantificacdo de CD100 (e GAPDH) por Real Time RT-PCR. Os dados sdo

mostrados na figura 8.
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Figura 8. Expressao relativa de CD100 normalizada por GAPDH em macréfagos peritoneais de camundongo
BALB/c infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis na proporcao de 5 parasitas por macrofago por 4,
24, 48 ou 72 horas. Razdo em relacdo ao controle ndo infectado; média e desvio padrdo de trés experimentos
independentes. Analise estatistica utilizada: ANOVA. *: p<0,05.
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A figura nos mostra que a expresséo relativa de CD100 em macrofagos infectados na
MOI (multiplicidade de infeccdo) de 5:1 por diferentes tempos ndo muda em relacédo as células
ndo infectadas. Para verificar se uma infec¢do com maior proporcéo de parasitas teria um efeito
distinto utilizamos a MOI de 10:1. Nessas condi¢6es (figura 9) observamos que a expressdo de
CD100 diminuiu significativamente apds 72 horas de infeccdo em relagdo ao controle néo
infectado, dado interessante por ser um momento tardio da infeccéo.

Para analisar a expressao relativa de CD100 na fagocitose em termos gerais e nao apenas
na infeccdo com L. (L.) amazonensis, os macréfagos foram incubados com particulas de
Zymosan. Essas sao particulas isoladas da parece celular da levedura Saccharomyces cerevisiae
que consistem em complexos proteina-carboidrato, usadas como um modelo para o
reconhecimento de microrganismos pelo sistema imunoldgico inato ha mais de 50 anos
(UNDERHILL, 2003). O Zymosan induz sinais inflamatérios em macréfagos através de
receptores Toll-like TLR2 e TLR6, e os receptores fagociticos dos macréfagos reconhecem o
Zymosan e estimulam o englobamento dessa particula (UNDERHILL, 2003).

Como pode ser visto também na figura 9, da mesma forma que em macréfagos
infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis, a expressdo de CD100 nédo foi modulada

pela fagocitose de Zymosan comparado ao controle.
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Figura 9. Expressdo relativa de CD100 normalizada com GAPDH em macrofagos peritoneais de camundongo
BALB/c infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis na proporcdo de 10 parasitas por macréfago por 4,
24, 48 e 72 horas, ou incubados com Zymosan na proporcao de 1 particula por macréfago por 1 hora. Razédo
infectado/controle ndo infectado de trés experimentos independentes. Analise estatistica utilizada: ANOVA. *:
p=<0,05.

Quando a infec¢éo foi realizada com formas amastigotas recuperadas de lesdo murina

na proporcdo de 10 parasitas por macrofago por diferentes tempos ndo observamos
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diferenca na expressdo de CD100 em nenhum tempo de infeccdo quando comparados ao

controle ndo infectado (figura 10).
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Figura 10. Expressdo relativa de CD100 normalizada com GAPDH em macro6fagos peritoneais de camundongo
BALB/c infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 10 parasitas por macrofago por 4, 24,
48 e 72 horas. Razéo infectado/controle ndo infectado de trés experimentos independentes. Andlise estatistica
utilizada: ANOVA. *: p<0,05.

concluimos a partir desses experimentos que a infeccdo por L. (L.) amazonensis,
independente da forma e proporcédo do parasita, ou a fagocitose de particulas de Zymosan, néo
modulam a abundancia de transcritos de CD100 em macréfagos peritoneais residentes de

camundongos BALB/c nos tempos testados.

4.3  Expressdo de CD100 em macrofagos peritoneais infectados ou nédo por L. (L.)
amazonensis

Como ndo observamos diferencas nos niveis de CD100 durante a infec¢do, nos
perguntamos se a infeccdo modularia a distribuicdo da proteina no macréfago. Para isso,
optamos pela analise de CD100 nos macrdfagos por imunofluorescéncia.

Na figura 11 podemos observar a marcacdo de CD100, em vermelho, nos macréfagos

infectados ou ndo com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis, marcadas em verde.
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Figura 11. Imunofluorescéncia para CD100 em macréfagos peritoneais de camundongo BALB/c ndo infectados
(B), infectados com promastigotas de L. (L.) amazonensis na proporcao de 10 parasitas por macréfago por 5 minutos
(C), 10 minutos (D), 30 minutos (E) e 4 horas (F). Marcagéo com anticorpo anti-CD100 e secundario anti-Rat alexa
fltor 568 (vermelho), anti-Triparedoxina com secundario anti-Rabbit alexa fltor 488 marcando Leishmania (verde)

e DAPI (nacleo em azul). Controle, secundario anti-Rat alexa fltor 568 e DAPI (A). Microscépio confocal, aumento
de 63x, 1.0 de zoom.

Embora algumas células parecam ter intensidade e/ou distribuicdo distinta de CD100, a
analise de um grande numero de células em experimentos distintos mostrou que nao ha
diferenca na abundancia nem distribuicdo de CD100 entre macrofagos infectados e néo
infectados. Esse dado esta de acordo com os resultados ja mostrados de Real Time RT-PCR
(figuras 9 e 10), que mostraram abundancias semelhantes de transcritos de CD100 em
macréfagos ndo infectados ou infectados com promastigotas ou amastigotas de L. (L.)
amazonensis.

Mostramos anteriormente que CD100 soltvel (sCD100) afeta a fagocitose de LDL
oxidado por macréfagos humanos (LUQUE et al., 2013). Buscando avaliar se sSCD100 afeta
também a fagocitose de Leishmania por macréfagos murinos, produzimos a proteina

recombinante em sistema eucariotico.
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4.4  Producdo da proteina CD100-Fc recombinante

A expressao e purificacdo da proteina CD100-Fc recombinante foram realizadas como
descrito no item 3.8. Foi feito um Western blot para confirmar a proteina produzida pelo
reconhecimento do anticorpo Anti-mouse Semaphorin 4D/CD100 (R&D Systems). A figura 12
comprova a presenca de CD100 nas trés fragdes analisadas da coluna de cromatografia, P1-2,
P1-3, P1-4, que foram as de maior rendimento (por Bradford). A producéo da proteina soltvel

foi realizada em grande escala para a utilizagdo ao longo do projeto de doutorado.

Marcador P12 P13 P14
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Figura 12. Western Blot para a proteina CD100-Fc em trés fragbes de purificagdo (P1-2, P1-3, P1-4) utilizando
anticorpo Anti-mouse Semaphorin 4D/CD100.

4.5  Efeito de CD100 soltvel sobre a infec¢do de macréfagos por L. (L.) amazonensis

Nossos resultados mostraram uma curva de crescimento diferente para formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis cultivadas em meio 199 pH7,2 completo e um indice de
infeccdo crescente ao longo do tempo de infeccdo. Realizamos entédo trés experimentos nas
novas condigdes de cultivo para avaliar o efeito de sSCD100 na concentragdo de 100 ng/mL
sobre a infeccdo dos macréfagos. As figuras 13 e 14 mostram os resultados em termos de indice

de infeccdo para macrofagos de BALB/c e C57BL/6.
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Figura 13. indice de infeccdo de macréfagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados com promastigotas
de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 5 parasitas por macréfago por 4, 24, 48 ou 72 horas na presenga continua
de sCD100 na concentracdo de 100 ng/mL. Analise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento
representativo de trés. *: p<0,05.
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Figura 14. Indice de infeccio de macrdfagos peritoneais de camundongo C57BL/6 infectados com promastigotas
de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 5 parasitas por macrofago por 4, 24, 48 ou 72 horas na presenga continua
de sCD100 na concentracdo de 100 ng/mL. Analise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento
representativo de trés. *: p<0,05.

De acordo com os dados das figuras 13 e 14, observamos que em 4, 24, 48 e 72 horas 0
indice de infeccdo aumenta significantemente na presenca de sCD100 quando comparado ao
controle n&o infectado. Estes resultados confirmam que sCD100 modula a infeccdo por L. (L.)
amazonensis aumentando o indice de infecgdo quando comparado ao controle ndo estimulado.
A porcentagem de macréfagos infectados ao longo dos tempos néo € alterada na presenca de
sCD100. Acreditamos que sCD100 ndo interfere na replicacdo dos parasitas no interior dos
macrofagos porque as razdes de parasita por célula entre os tempos (72/48 horas, 48/24 horas,
72/24 horas) sdo semelhantes na presenca ou nao de sCD100 (calculos ndo mostrados).
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Observamos que tanto em macréfagos de camundongos BALB/c quanto em C57BL/6
o indice de infeccdo aumenta ao longo do tempo e na presenca de sCD100, indicando que a
infeccdo tem padrdo semelhante nessas duas linhagens murinas. Foram realizadas infec¢des nas
duas linhagens de camundongos porque serao feitos experimentos in vitro e in vivo com animais

nocautes para CD100, que séo da linhagem C57BL/6.

4.6  Analise da fagocitose de Zymosan em macrofagos estimulados ou ndo com CD100
soltvel

Visto que sCD100 é capaz de aumentar o indice de infeccdo com L. (L.) amazonensis,
analisamos o efeito de sCD100 na fagocitose em geral. Pré-incubamos macrofagos com
sCD100 nas concentrac6es de 100 ng/mL e 200 ng/mL durante a noite, e entdo incubamos com
uma particula de Zymosan por célula, também na presenca de sCD100 durante uma hora. Os

indices de fagocitose nas trés condi¢Bes sdo mostrados na figura 15
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Figura 15. indice de fagocitose de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c incubados com Zymosan na
propor¢do de 1 particula por macrdfago por 1 hora na presenga continua ou ndo de sCD100 na concentragdo de
100 e 200 ng/mL. Analise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento representativo de trés. *:
p=0,05.

Os dados apresentados na figura 15 mostram que sCD100 aumenta o indice de
fagocitose de particulas de zymosan de forma dose-dependente, indicando que essa proteina

atua sobre a fagocitose de forma geral e ndo apenas de Leishmania.
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4.7  Efeito da pré-incubacdo de promastigotas com CD100 soltvel sobre a infeccédo de
macrdéfagos

Uma possivel explicacdo para o aumento do indice de infeccdo por L. (L.) amazonensis
na presenca de sCD100 seria a ligacdo dessa molécula ao parasita (formas promastigotas e
amastigotas) e a facilitacdo da adeséo e entrada deste pelo receptor de CD100, CD72 presente
em macréfagos, ou pelo receptor de Fc do macréfago, ja que a proteina sSCD100 é fusionada
com a regido Fc do anticorpo IgG1 humano (KUMANOGOH et al., 2000). Para verificar se
uma eventual ligacao de sCD100 ao parasita aumentaria a fagocitose, foram feitas infeccGes de
macrofagos com promastigotas de L. (L.) amazonensis pré-incubados ou ndo com sCD100
durante duas horas em estufa de 24 °C, como descrito no item 3.9.

Analisando a figura 16 podemos observar que quando as formas promastigotas foram
pré-incubadas com sCD100 o indice de infeccdo foi igual ao do controle, ou seja, SCD100 nédo
aumenta a infeccdo por um contato/interacao direto com o parasita nas condicdes testadas. Por
outro lado, como mostrado nas figuras anteriores, quando macréfagos sdo pré-incubados com
sCD100 e sCD100 é mantido durante a infec¢do, o indice de infeccdo aumenta de forma

estatisticamente significante.



65

>
=~}

950+

700+ * s
* * -
(=)
900- o
il $ % 600 =
] Q
‘e 8504 2
@ & 500
o 800- b
2 o — il —abm
= = £ .
£ 750 == g 400
700 T T T 300 T T T
( ] QS
\\'éc,\ 0@ 0\“ ‘60\9' o@“ o,@“
('_,o ‘Jo "90 C,Oo (90 @0
0‘? R
(3]
9 5
& &
0@ o&
C Q* D Q‘k
1000- 1100-
* * * *
Q Q
] 900+ s
§ * § 1000 a
€ 800 )=
o © 900
o 7001 b
(%] (%]
= a_ T 800-
£ 600 1—]5:— £
— — sy —
500 T T T 700 T T T
O O O ) )
& S S & S° S°
& 8 (9 & [¢) G
¢ ) < ¢ @ @
e nd
& &
& &
06\ O&
<t <t

Figura 16. indice de infeccdo de macrdfagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados na proporgéo de 5
parasitas por macréfago com promastigotas de L. (L.) amazonensis por 4 (A), 24 (B), 48 (C) ou 72 (D) horas em
diferentes condi¢des: macréfagos e parasitas sem sCD100 (controle), promastigotas pré-incubadas com sCD100
na concentracdo de 200 ng/mL (promastigota sCD100), macrofagos e promastigotas na presenca continua de
sCD100 na concentracdo de 200 ng/mL (sCD100). Andlise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um
experimento representativo de trés. *: p<0,05.

4.8  Efeito de Bloqueadores de receptor Fc e 1gG1 sobre o estimulo da infeccéo por L.
(L.) amazonensis promovido por CD100 soltvel

Nossos dados mostraram que 0 aumento da infec¢@o na presenca de sSCD100 néo se deve
a uma interacdo direta CD100-Leishmania, e que essa modulacdo requer o contato entre
sCD100 e o macrdfago. O proximo questionamento foi se SCD100 estimularia a infeccdo do
macrofago a partir da ligacdo a seu receptor CD72 ou se 0 aumento da fagocitose se devia a
interacdo do IgG1 fusionado a proteina recombinante soldvel (KUMANOGOH et al., 2000)
com o receptor FCR do macréfago.
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Para responder essa questdo realizamos um experimento no qual foram bloqueados os
receptores Fc CD16 (FcyRIIT) e CD32 (FcyRII), que possuem baixa e média afinidade por 1gG1
e 1gG3 respectivamente (GESSNER et al., 1998; RAVETCH et al., 1986).
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Figura 17. indice de infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c infectados com formas
promastigotas de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 5 parasitas por macr6fago por 4 (A) e 24 (B) horas na
presenca continua ou ndo de sCD100 (200 ng/mL), sCD100+bloqueador de Fc (0,01 pg/mL) e bloqueador de Fc.
Meédia e desvio de um experimento com triplicata. Analise estatistica utilizada: ANOVA. *: p<0,05.

Os resultados da figura 17 mostram que quando bloqueamos os receptores Fc (CD16 e
CD32) dos macréfagos o indice de infeccdo permanece igual ao controle (macrofagos sem
estimulo). Isso era esperado, ja que as formas promastigotas ndo estdo opsonizadas por IgG e
portanto ndo entrariam via FcRs. De forma semelhante, macr6fagos com os receptores Fc
bloqueados e estimulados com sCD100 apresentam indice de infeccdo maior do que o controle
e igual ao da condicdo com sCD100 e sem blogueio, mostrando que in vitro os receptores Fc
(CD16 e CD32) dos macrdfagos ndo estdo envolvidos no aumento da infeccdo de promastigotas
promovido por sCD100. Esses resultados indicam que ou este aumento deve-se a ligacdo de
sCD100 a seu receptor CD72 presente nos macréfagos ou a outro receptor Fc que ndo CD16 e
CD32.

Para excluir a participacdo de 1gG1 nos efeitos de sCD100 pela ligacdo a outros
receptores Fc que reconhecem 1gG1l como o CD64 (FcyRI), realizamos experimentos de
infeccdo com formas promastigotas na presenca de 1gG1 humano recombinante e sCD100,
como descrito no item 3.23.

Na figura 18 mostramos a infeccdo de macrdfagos por formas promastigotas na presenca
de sCD100 concomitante ou ndo com IgG1 humano, na mesma propor¢ao molar que sCD100,

por diferentes tempos.
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Figura 18. indice de infeccdo de macrofagos peritoneais de camundongo BALB/c com promastigotas de L. (L.)
amazonensis na propor¢do de 5 parasitas por macréfago, por 4 (A), 24 (B), 48 (C) e 72 horas (D), na auséncia de
estimulo (controle) ou na presenga de 200 ng/mL de sCD100, 70 ng/mL de IgG1 humano e sCD100 + IgG1.
Analise estatistica utilizada: ANOVA. *: p<0,05. Resultado de um experimento representativo de trés.

Como podemaos observar, IgG1 humano recombinante ndo afeta 0 aumento do indice de
infeccdo promovido por sCD100, ou seja, a ligacdo de IgG1 a receptores Fc do macrofago ndo
interfere no estimulo da infecgdo por sSCD100. Esse experimento demonstra que o aumento da
infeccdo foi causado diretamente pela proteina sSCD100, que deve se ligar a um receptor do

macréfago distinto dos FcyRs e FcRn, provavelmente o CD72.

4.9  Expressdo de CD72 em macrofagos e seu papel nos efeitos de CD100 soluvel na
infeccéo

CD72 é considerado o principal receptor de CD100 em macréfagos murinos (ISHIDA
etal., 2003; KUMANOGOH et al., 2000; SMITH et al., 2011), embora sua expressao nao tenha
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sido mostrada em macrofagos murinos peritoneais residentes. Para verificar sua expressdo em
macrofagos peritoneais realizamos Western blot e Imunofluorescéncia para CD72 em
macrofagos de camundongos BALB/c como descrito no item 3.20 e 3.16 respectivamente.

A figura 19 mostra o reconhecimento da banda de aproximadamente 45 kDa
correspondente ao CD72 murino, e da banda de aproximadamente 36 kDa do GAPDH.
De acordo com a descri¢cdo do anticorpo comercial (CD72 H-96: sc — 1707, Santa Cruz
Biotechnology) células 293T HEK transfectadas com CD72 de camundongo expressam duas
bandas correspondentes ao CD72, o que pode explicar a banda maior, vista na canaleta do lisado
de baco murino (3). O controle negativo ndo apresenta marcacao de nenhuma das duas bandas
consideradas CD72, apenas bandas abaixo de 36 KDa, consideradas por nds como

inespecificas.

kDa 1 2 3 4

Figura 19. Western blot para CD72 e GAPDH em extrato proteico solivel de macrdfago peritoneal de BALB/c
(1), de macrofago peritoneal estimulado com 200 ng/mL de sCD100 por 5 minutos (2), de células de bago de
BALBI/c (3) e de célula L929 (controle negativo — 4). Foram utilizados 30 ug de cada extrato em SDS-PAGE 10%.

Apo0s densitometria e normalizacdo com GAPDH obtivemos razées CD72/GAPDH
semelhantes entre macrdfagos peritoneais estimulados e ndo estimulados com sCD100. A razdo
foi menor para esplendcitos, o que é de se esperar considerando a heterogeneidade de células
nesse Orgao, parte das quais ndo expressa CD72.

Analisamos também a marcagdo de CD72 em macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c por Imunofluorescéncia, e nossos dados confirmam a presenca do receptor também
por essa técnica, como mostrado na figura 20.
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Figura 20. Imunofluorescéncia para CD72 em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. (A) Incubacéo
com anticorpo primario anti-CD72, secundario anti-Rabbit Alexa fltior 488 e DAPI, (B) controle contendo
anticorpo secundario anti-Rabbit Alexa fltor 488 e DAPI. Microscopio confocal, aumento de 63x, 1.0 de zoom.

Como as técnicas de Western blot e Imunofluorescéncia confirmaram a expressao de
CD72 em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, analisamos se o bloqueio desse
receptor pela pré-incubacdo com anti-CD72 anularia o aumento da infeccdo promovido por

sCD100 (procedimento descrito no item 3.24). Os dados s&o mostrados a seguir na figura 21.
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Figura 21. indice de infecgio de macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c na presenca ou néo de sCD100,
precedida ou ndo de pré-incubagdo com anti-CD72. Macrofagos infectados sem estimulo (controle), na presenca
de anti-CD72 (Anti-CD72), na presencga de sCD100 (sCD100) ou pré-incubados com anti-CD72 e posteriormente
com sCD100 (Anti-CD72+sCD100) no periodo de 48 horas. Média e desvio de um experimento com triplicatas.
Analise estatistica utilizada: ANOVA. *: p<0,05.

Nossos resultados mostram que o bloqueio de CD72 anulou o aumento de infecgédo
promovido por sCD100 (sCD100 x Anti-CD72+sCD100), indicando que sCD100 aumenta a
infeccdo de L. (L.) amazonensis por interagir com seu receptor CD72 presente nos macréfagos

peritoneais.

4.10 Efeito de CD100 solavel sobre o citoesqueleto de macréfagos

Sabendo que sCD100 aumenta a infec¢do por L. (L.) amazonensis em macréfagos
peritoneais pela ligagdo a CD72, buscamos analisar os efeitos dessa ligagdo na célula.
Analisamos inicialmente se a proteina modula a conformacéo do citoesqueleto do macréfago
analisando a marcacéo de actina e tubulina. Nossa hipdtese baseou-se no fato de a fagocitose
de Leishmania envolver alteracdes no citoesqueleto de actina e na descricdo de que CD100
afeta o citoesqueleto de neurdnios.

Macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c foram plaqueados e estimulados com

sCD100 ou BSA durante a noite, e a analise em microscopia confocal € mostrada na figura 22.
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Figura 22. Imunofluorescéncia de macréfagos peritoneais incubados ou ndo com sCD100 ou BSA durante a noite e
corados com Faloidina (marcacdo vermelha para actina), anticorpo anti-tubulina (marcagéo tubulina em verde) e
DAPI (marcagdo nuclear em azul). Microscopio confocal, aumento de 63x, 1.0 de zoom.

Analises de varios campos mostraram gue o macrofago sob estimulo de sCD100 tem a
distribuicdo de tubulina e actina semelhante a do incubado com BSA e a do controle néo
estimulado. Como essa andlise foi feita em macrofagos néo infectados, ndo podemos descartar

que sCD100 afete o citoesqueleto de macrofagos durante o processo de fagocitose ou infecgéo.

4.11 Participacdo de CD100 soluvel na fagocitose de L. (L.) amazonensis e na
polimerizagéo de actina

Para avaliar se sCD100 promove alteracbes de citoesqueleto durante a infeccdo,
analisamos ao mesmo tempo se essa molécula afeta o processo inicial de fagocitose, ou seja, 0s
primeiros minutos de contato entre macrofago e o parasita, e a conformacgéo da actina da célula
hospedeira. Para isso, mantivemos as formas promastigotas em contato com o macr6fago
durante apenas 5 minutos, apds este periodo elas foram lavadas, fixadas e marcadas. Os

parasitas aderidos mas néo internalizados foram visualizados pelas marcacdes fluorescentes em
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verde e azul (anti-Leishmania e DAPI), e os internalizados pela marcagdo apenas em azul
(DAPI). A actina polimerizada (F-actina) € mostrada em vermelho. Uma imagem representativa

desse ensaio é mostrada na figura 23.

sCD100 BSA CONTROLE

Figura 23. Imunofluorescéncia para analise da fagocitose de formas promastigotas por macr6fagos peritoneais de
camundongos BALB/c. Verde: Leishmania (primario anti-Leishmania; secundario anti mouse alexa fltor 488),
Vermelho: actina (marcagdo com Faloidina), azul: DNA nuclear e do cnetoplasto (DAPI). Microscopio confocal,
aumento de 63x, 1.0 de zoom.

Ap0s andlise de varios campos, em trés experimentos independentes com triplicatas,
ndo observamos nenhuma mudanc¢a na polimerizacdo de actina em macréfagos estimulados
com sCD100 e infectados. A fagocitose foi avaliada de forma quantitativa, e os dados de trés

experimentos sao apresentados na figura 24.

400 1000+

800
] =%

600+

w| =g ==

200+

o
T

-
g
[ ]

n
T
L ]

Promastigota nédo fagocitada
g

100

g

Macréfago infectado
1
Promastigota fagocitada

o

T 1 T
N ® o A &

N 0 N\ K N\
s qé> N 0::"“‘6 & ° & &’ M

(=]
o

Figura 24. Analise quantitativa de fagocitose por imunofluorescéncia. Nimero de macréfagos de camundongos
BALB/c infectados (em 500 contados), promastigotas fora (ndo fagocitados) e dentro (fagocitados) desses
macrofagos. Média de trés experimentos independentes. Analise estatistica utilizada: ANOVA. *: p<0,05.
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A partir dos resultados apresentados podemos concluir que sCD100 aumenta ndo apenas
0 nimero de macrofagos infectados, mas também o numero de promastigotas internalizados,
indicando que a modulacgéo da infeccao por sCD100 acontece nos periodos iniciais a fagocitose.

A auséncia de alteracdo de F-actina na presenca de sCD100, estimulo que aumenta a
fagocitose de L. (L.) amazonensis, é contréria a dados da literatura que mostram que a infeccao
de macréfagos por L. (L.) donovani esta associada a polimerizacao de actina nessa célula (ROY
et al., 2014), e que a reducdo de F-actina diminui a infeccdo por L. (L.) donovani (ROY et al.,
2014) e L. (V.) braziliensis (AZEVEDO et al., 2012).

Para infecgdes por L. (L.) amazonensis foi mostrado que a fagocitose de formas
metaciclicas leva de 3 a 9 minutos, e que 40 a 55% dos metaciclicos s&o circundados por F-
actina ap6s 10 minutos (COURRET et al., 2002). Ndo estamos analisando fagocitose de
metaciclicos mas sim de uma populacdo mista de fase estacionaria, mas é possivel que 5
minutos seja um tempo muito curto de contato com as formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis para induzir alteragdes de F-actina.

Realizamos entdo experimentos para analisar se a polimerizacdo de actina € modulada
guando o macrofago é cultivado com sCD100 em 5 minutos e 4 horas de contato parasita-
macrofago. Na figura 25 mostramos imagens representativas por microscopia confocal da
imunofluorescéncia realizada com macréfagos estimulados ou ndo com sCD100, infectados ou
ndo por L. (L.) amazonensis e marcados com Faloidina Texas Red evidenciando a distribuicéo
de F-actina (polimerizada). A analise de varios campos nos mostrou que a distribuicdo de F-
actina € semelhante quando macrofagos sdo estimulados ou ndo com sCD100, infectados ou
ndo. Uma observacdo importante é que ap6s 4 horas de infeccdo existem muitas formas
promastigotas ainda aderidas aos macrdfagos estimulados com sCD100 (figura 25 F), sugerindo

que esses macrofagos ainda estao fagocitando parasitas.
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Sem sCD100 Com sCD100

Figura 25. Imunofluorescéncia para analise da polimerizagdo de actina em macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c. (A, C, E) macréfagos ndo estimulados; (B, D, F) macréfago estimulados com 200 ng/ml
de sCD100; (A, B) macrofagos ndo infectados ou (C, D) infectados com formas promastigotas de L (L.)
amazonensis por 5 minutos ou (E, F) 4 horas. Verde: Leishmania (primério anti-Leishmania; secundario anti mouse
alexa fltor 488), Vermelho: actina (marcacdo com Faloidina), azul: DNA nuclear e do cnetoplasto (DAPI).
Microscdpio confocal, aumento de 63x, 1.0 de zoom.

Considerando que pequenas diferencas de F-actina podem ndo ser visiveis por
imunofluorescéncia, realizamos experimentos de Western blot para avaliar quantitativamente a
polimerizacdo de actina em macrofagos estimulados ou ndo com sCD100 e infectados. Esse
experimento baseia-se na separacdo entre F-actina (insoltvel) e G-actina (soltvel) por
centrifugacdo, seguida de Western blot para actina nas duas fragdes. Como controle negativo

de polimerizacdo de actina os macrdfagos foram tratados com Latrunculina A, uma toxina
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extraida da esponja do mar vermelho Latrunculia magnifica que é capaz de bloquear a
polimerizacéo de actina (OLIVEIRA et al., 1996).

Para esses experimentos utilizamos macrofagos derivados de células da medula 6ssea
porque foi utilizada uma metodologia (item 3.19) j& padronizada com esses macréfagos em
colaboracdo com o Prof. Dr. Mauro Cortez.

A figura 26 mostra um de trés experimentos com mesmo padrdo. Observa-se que na
maioria das condicdes a razdo entre F e G actina esta em torno de 2, e que néo existe diferenca
nessa razdo quando os macréfagos sdo estimulados ou ndo com sCD100, ou seja, SCD100 néo
altera a polimerizacao de actina na presenga ou auséncia de L. (L.) amazonensis (figura 26B).
O controle com Latrunculina A apresentou razdo F/G actina de 0,5 ao invés de 2, mostrando
que a separacao de actina soltvel e insoltvel foi feita com eficiéncia por esse protocolo.

Sendo assim, podemos concluir que a proteina sSCD100 ndo modula a conformacéo do
citoesqueleto do macréfago ou polimerizacgdo de actina, nas condigdes testadas, para facilitar a
entrada das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e consequentemente aumentar o indice
de infeccdo e fagocitose dos macréfagos. Outro mecanismo deve ser induzido apds a ligacao

de sCD100 a CD72 associado ao aumento da fagocitose.
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Figura 26. A-Western blot para marcagdo de actina em extrato solGvel e insoltvel de macr6fago de medula 6ssea
estimulado ou ndo com sCD100, néo infectado ou infectado com L. (L.) amazonensis na proporcdo 10:1, durante
5, 10, 30 minutos ou 4 horas. Actina sollvel/sobrenadante (G), actina polimerizada/pellet (F) B- Razdo F/G actina
com base na densitometria das bandas analisadas em A. Experimento representativo de trés.
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4.12 Fosforilacdo de ERK em macrofagos estimulados com CD100 soluvel e infectados
por L. (L.) amazonensis

A participacdo de quinases e fosfatases na fagocitose de Leishmania foi estudada em
diversos trabalhos, a maioria deles com L. (L.) donovani. As trés familias de MAP quinases
(ERK1/2, p38, e JNK) ndo sdo fosforiladas (induzidas) quando L. (L.) donovani é fagocitada
por macréfagos (OLIVIER et al., 2005). JAK2 e ERKs 1 e 2 sdo fosforiladas em resposta a
IFNYy, e essa ativacdo € inibida por infeccdo prévia por L. (L.) donovani (FORGET et al., 2006).
A desfosforilacdo e consequente inativacdo de JAK2 e ERK1/2 é feita pela tirosina fosfatase
SHP1, induzida pelo parasita, e leva a inibicdo da sintese de NO (FORGET et al., 2005;
FORGET et al., 2006; OLIVIER et al., 2005).

Macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis parecem sofrer o mesmo tipo de
inativacdo descrito para L. (L.) donovani. Macrofagos estimulados com LPS e infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis desfosforilam ERK (MARTINY et al., 1999). Macrd6fagos
infectados com promastigotas de fase estacionaria e amastigotas axénicos dessa espécie de
Leishmania também ndo apresentaram fosforilacédo e ativacdo de ERK (YANG et al., 2007).
Coerentemente, foi visto que a infecgdo com promastigotas e amastigotas de L. (L.) mexicana
aumenta a atividade da fosfatase SHP1 (ABU-DAYYEH et al., 2010).

Interessantemente, fosfatases também participam da sinalizacdo por CD100. As vias
desencadeadas pela ligacdo de CD100 a CD72 foram estudadas em linfécitos B, nos quais foi
mostrado que a ligacdo de CD100 leva ao bloqueio da fosforilagdo de CD72 e do recrutamento
de SHP1 (KIKUTANI; KUMANOGOH, 2003). A SHP-1 induz desfosforilagcdo em tirosinas e
inativacdo de varias proteinas sinalizadoras (revisado em KUMANOGOH, 2001). Ja foi
sugerido que a SHP1 liberada do CD72 sofre um dobramento em uma conformacéo inativa
(ZHU, 2007), embora isso ndo tenha sido claramente mostrado. Ndo sabemos se 0 mesmo
processo ocorre em macrofagos, mas caso isso ocorra é possivel que a ligacdo de CD100 a
CD72 interfira na infeccao por Leishmania por liberar uma fosfatase SHP1 ativa ou inativa, que
tem maior ou menor capacidade de desfosforilar proteinas como ERK 1 e 2, sabidamente
importantes para controlar a infec¢do por Leishmania, como ja discutido.

Para testar se CD100 afetava a fosforilagdo de ERK, analisamos pERK em macrofagos
peritoneais sob diferentes estimulos/condic6es: estimulado com sCD100, com INFy ou com
ambos, infectado com L. (L.) amazonensis na presencga ou ndo de sCD100, INFy ou ambos (item
3.21). Ja foi mostrado que ERK esta parcialmente fosforilado em macrdfagos peritoneais
(ARAUJO-SANTOS et al., 2010), e que estimulos como LPS e INFy aumentam essa
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fosforilacdo. Nesse experimento usamos INFy como estimulo ativador da fosforilacdo de ERK,
e como controle positivo foi usada uma linhagem de carcinoma de tiredide que tem ERK
constantemente fosforilado, gentilmente cedida pela Profa. Edna Kimura. Os resultados sao

mostrados na figura 27.

kDa

Figura 27. Western blot para pERK em macréfagos de camundongos BALB/c estimulados e/ou infectados.
Anticorpo primério anti-pERK, secundério anti-mouse HRP. 1. Macréfago, 2. Macréfago + sCD100, 3. Macrofago
+ INFy, 4. Macro6fago + sCD100 + INFy, 5. Macréfago infectado, 6. Macrofago infectado + sCD100, 7. Macréfago
infectado + INFy, 8. Macrofago infectado + sCD100 + INFy, 9. Célula BCPAP.

O Western blot da figura 27 mostrou fosforilagdo de ERK apenas nos macréfagos
infectados com formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e no controle positivo. Ao
contrario do esperado, ndo observamos fosforilacdo dessa quinase nos macréfagos estimulados
com INFy, o que nos levou a questionar a eficiéncia da ativacao por essa citocina ou detecgdo
de pERK em nossas condi¢Oes experimentais. O controle positivo mostrou uma intensa banda
no tamanho esperado de aproximadamente 44 kDa.

Visto que apenas as celulas infectadas por L. (L.) amazonensis mostraram fosforilacéo
de ERK, e sabendo que Trypanosoma cruzi fosforila ERK, que é reconhecida pelo mesmo
anticorpo anti-ERK murina (MATTOS et al., 2012), analisamos a fosforilagdo de ERK em
extratos de promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis, em paralelo com extratos de

macrofagos. Os resultados sdo mostrados na figura 28.
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Figura 28. Western blot para pERK em macrdfagos de camundongos BALB/c estimulados e/ou infectados, e em
promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis. Anticorpo primario anti-pERK, secundario anti-rabbit HRP.
1. amastigota isolada de lesdo de camundongo, 2. amastigota isolada de Macré6fago, 3. Promastigota, 4. Macréfago
+ INFy, 5. Macréfago infectado, 6. célula BCPAP.

Embora haja defeitos de migracdo das amostras no gel usado para o Western blot, os
resultados nos permitem constatar que apenas os macréfagos infectados por L. (L.) amazonensis
e as formas promastigota e amastigota isolada de macréfagos fosforilam ERK. Curiosamente
observamos a fosforilagdo em amastigotas de macréfagos infectados in vitro, mas ndo em
amastigotas isolados de lesdo. Isso sugere que provavelmente as marcacfes de pERK
observadas em macréfagos infectados sdo da fosforilacdo de ERK de Leishmania ou da soma
da pERK do macréfago e do parasita.

A dificuldade de se distinguir a fosforilagdo de ERK do macr6fago e do parasita e o fato
de ndo observarmos fosforilacdo (possivelmente por um baixo nivel de detec¢cdo) na auséncia

de infeccdo nos levaram a abandonar a andlise do efeito de sSCD100 sobre esse processo.

4.13 Atividade tirosina fosfatase em macréfagos estimulados com CD100 solavel e
infectados por L. (L.) amazonensis

Como a infeccdo por L. (L.) donovani causa um aumento da atividade tirosina fosfatase
associada a desfosforilacdo de diversas proteinas (FORGET, 2006; OLIVIER, 2005),
decidimos avaliar essa atividade apos a infecgdo por L. (L.) amazonensis e averiguar se SCD100
acentuaria esse processo.

Para avaliar se SCD100 e a infeccdo por L. (L.) amazonensis modulariam a atividade de
tirosina fosfatases do macrofago, realizamos trés experimentos partindo de extratos de trés
infeccOes independentes, como descrito no item 3.28. Os controles incluidos foram: reagdes
com amostra mas sem substrato (OMFP), reacdes apenas com substrato, com amostra, substrato

e com inibidor de tirosina fosfatase (Na2VO4) e sem amostra. Todos esses controles nao
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apresentaram atividade mensuravel. Analisamos a atividade ao longo de 20 minutos, e 0s

resultados sdo apresentados na figura 29.
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Figura 29. Atividade tirosina fosfatase em extratos de macréfagos e de L. (L.) amazonensis.

Como mostrado na figura, a infec¢do por L. (L.) amazonensis ndo mudou a atividade
tirosina fosfatase dos macrofagos. Parasitas e macrofagos, estimulados ou ndo, apresentaram
atividade semelhante. Esses dados ndo corroboram nossa hip6tese de que a infecgéo e a ligagao
de sCD100 ao macrofago aumentariam a atividade de fosfatase. E possivel que a liberagdo de
SHP1 (ativa ou ndo) promovida pela ligacdo de CD100 a CD72 seja muito pequena frente a
outras fosfatases do macréfago, ndo alterando a atividade total da célula. De fato, varias tirosina
fosfatases do macréfago sdo moduladas pelo parasita aléem da SHP1, entre elas PTP1B e TCPTP
(GOMEZ et al., 2010). Além disso, a prépria Leishmania tem atividade fosfatase, como ja
mostrado na literatura (revisado em SZOOR, 2010) e em nossos resultados (figura 28). Como
0s extratos de macrofagos infectados contem tirosina fosfatases da célula hospedeira e do

parasita, mudancas sutis induzidas por sCD100 provavelmente ndo seriam notadas.
4.14 InfeccBes de macrdfagos e camundongos C57BL/6 nocautes para CD100
Até o momento analisamos os efeitos de CD100 exogeno soluvel sobre a fagocitose,

infeccdo e fosforilacdo de ERK e atividade fosfatase. A fim de sabermos o efeito de CD100

enddgeno do macrofago sobre a infec¢do in vitro e o efeito de CD100 sistémico sobre o
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desenvolvimento de lesbes em camundongos, realizamos experimentos com camundongos
nocaute para CD100.

Camundongos C57BL/6 nocautes para CD100 foram gerados a partir de uma mutacao
nula no locus CD100 (SHI, 2000). Fémeas e machos nocautes desenvolvem-se normalmente,
mas possuem deficiéncias no sistema imune que resultam em falhas no desenvolvimento de
linfocitos B1 (diminuicdo do nimero na cavidade peritoneal e no bago), in vitro a resposta
proliferativa e a producdo de imunoglobulina em linfocitos B diminui, as respostas humorais a
antigenos T dependentes e priming de linfocitos T in vivo também sdo falhos, demonstrando
que a interacdo CD100-CD72 é essencial nesse sistema. Analises macroscépicas e histolégicas
ndo mostraram defeitos no cérebro, rim e coragdo, nem movimentos e posturas anormais (SHI,
2000).

Casais de camundongos C57BL/6 heterozigotos (+/-) para CD100 foram gentilmente
cedidos pela Dra. Laurence Brass da Universidade da Pennsylvania. Esses animais foram
mantidos em nosso biotério onde foram realizados cruzamentos para producdo de geracdes
homozigotas nocaute. A triagem dos filhotes foi feita por PCR de DNA da cauda. A figura 30
mostra o0 padrdo de PCR correspondente a nove animais homozigotos nocaute, que
apresentaram amplificacdo da regido correspondente ao gene alterado (segunda canaleta de

cada amostra) mas ndo correspondente ao gene selvagem (primeira canaleta de cada amostra).

Figura 30. Visualizagdo por luz ultravioleta de eletroforese em gel de agarose 1% com DNA marcado com
brometo de etideo.M: Marcador; 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9: animais analisados, 1% canaleta de cada amostra:
amplificagcdo do gene CD100 selvagem, 22 canaleta: amplificacdo do gene CD100 mutado.
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A partir da triagem, foram mantidos no biotério do Departamento de Parasitologia
apenas animais C57BL/6 homozigotos nocautes para CD100. Dispondo de animais nocaute
para o gene de CD100, avaliamos o efeito de CD100 enddgeno no indice de infecgéo in vitro
comparando a infeccdo de macrofagos de animais C57BL/6 nocautes para CD100 e animais
selvagens.

Ao avaliar CD100 endogeno do macréfago, temos que considerar tanto sua forma de
membrana quanto sollvel. Inicialmente acreditou-se que CD100 na membrana poderia
funcionar como receptor e sinalizar por seu dominio citoplasmatico, pois seu crosslinking
usando anticorpos resultou em proliferacdo de células T e porque sua regido citoplasmatica esta
associada com serina/ treonina quinases (KUMANOGOH, 2001). Ainda assim, quase todos 0s
trabalhos até hoje mostraram o efeito de CD100 (soltvel ou de membrana) sobre uma célula
que expressa um de seus receptores. Além disso, foi mostrado que a fosforilacdo da porcao
citoplasmatica de CD100 esta relacionada com sua clivagem e liberacdo como sCD100
(ELHABAZI et al., 2001), sugerindo que o papel de CD100 como ligante seja mais importante
do que como receptor. Na figura 31 mostramos que o indice de infeccdo, bem como a
porcentagem de células infectadas e de amastigotas por macréfago, sdo semelhantes entre
macrofagos nocautes (KO) e selvagens (WT) infectados com formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis em diferentes tempos. A semelhanca na infeccdo entre os macrdfagos das duas
linhagens de camundongo indica que CD100 de membrana ndo afeta a infeccdo por Leishmania
e sugere que a quantidade de CD100 liberada (como sCD100) seja insuficiente para aumentar

a infeccdo dos macrofagos selvagens.
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Figura 31. indice de infeccdo de macrdfagos peritoneais de camundongo C57BL/6 selvagem (WT) ou CD100
nocaute (KO) com promastigotas de L. (L.) amazonensis na propor¢do de 5 parasitas por macréfago por 4, 24, 48
ou 72 horas. indice de infecgio (A); Porcentagem de macréfagos infectados (B) e Amastigotas por macréfago
infectado (C). Andlise estatistica utilizada: ANOVA. Resultado de um experimento representativo de trés. *:
p=<0,05.

Visto que a infeccdo in vitro de macréfagos nocautes para CD100 por L. (L.)
amazonensis é semelhante a de macréfagos selvagens, e considerando que CD100 é expresso
por diversos tipos celulares, em especial por linfocitos T, o proximo passo foi analisar a
infeccéo in vivo.

Camundongos nocautes e selvagens foram infectados com promastigotas de L. (L.)
amazonensis no inicio da fase estacionaria e durante 13 semanas as lesdes foram medidas em
espessura e largura. O grafico da figura 32A mostra a progressao da area (espessura x largura)
das lesBes nas duas linhagens murinas ao longo de 13 semanas, enquanto que o histograma da
figura 32B mostra a comparacao das areas sob as curvas para as duas linhagens.
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Figura 32. Medida das lesbes dos camundongos C57BL/6 wild type (WT) e nocaute para CD100 (CD100 KO)
infectados com L. (L.) amazonensis durante 13 semanas. Area da lesdo (A); Area sob a curva do gréfico A (B).
Analise estatistica utilizada: Test T. Resultado de um experimento com quatro animais. *: p<0,05
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Observamos que camundongos nocaute para CD100 desenvolvem lesfes
significativamente menores quando infectados com formas promastigotas de L. (L.)
amazonensis comparados aos camundongos selvagens.

Esses dados mostram que CD100 produzido in vivo promove o desenvolvimento de
lesGes por L. (L.) amazonensis, e corroboram os resultados in vitro que mostraram aumento da
infeccdo e fagocitose na presenca da proteina CD100 soltvel exdgena. Resultados mostrados
nas figuras 9 e 10 indicaram que de forma geral nem a infeccdo por Leishmania (amastigotas
ou promastigotas) nem a fagocitose de zymosan alteraram significativamente os transcritos de
CD100. Isso nos leva a pensar que, se CD100 for abundante nas lesdes de L. (L.) amazonensis,
aumentando a infeccdo, deve ser produzida por outras células ou induzido em macr6fagos por

outros estimulos que ndo a entrada do parasita.

415 Expressdo de CD100 em populagdes celulares especificas do bago e linfonodo de

camundongos C57BL/6

Considerando que infec¢es in vivo mostraram diferencas entre o desenvolvimento de
lesGes em animais selvagem e nocaute para CD100, enquanto que a infec¢do de macrofagos in
vitro foi semelhante para essas duas linhagens murinas, concluimos que outras células que ndo
macréfagos devem ser as principais responsaveis pela producdo de CD100 in vivo, afetando a
lesdo, ou que a producdo e liberagdo de sCD100 € baixa em macrofagos peritoneais mantidos
in vitro.

Embora diversos trabalhos citem baixa expressdo de CD100 em macrofagos, poucos de
fato avaliaram isso em termos protéicos (LI, 2009; LUQUE et al, 2013; SIERRA et al., 2008),
sendo dois deles em camundongos. Um deles mostrou que macréfagos de tumores murinos
produziam CD100 que levava a angiogénese tumoral (SIERRA et al., 2008). O outro avaliou a
expressao de CD100 em macréfagos e neutrofilos infiltrantes do rim em lesdes glomerulares,
ou seja, em condicdes ndo fisioldgicas. Como nenhum desses trabalhos analisou a expressdo de
CD100 em macrofagos e outras células que normalmente infiltram as lesGes de Leishmania,
optamos por comparar a abundancia de CD100 em macrofagos, linfocitos T, B e células
dendriticas.

Para isso analisamos células de baco e linfonodo de camundongos C57BL/6 (linhagem
dos nocautes de CD100) por citometria de fluxo, uma vez que o anticorpo recomendado para
Western blot apresenta marcacdo tecnicamente insatisfatoria (dados do mestrado néo

mostrados). As analises sdo mostradas nas figuras seguintes, representativo de 4 animais.
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De acordo com os dados do FACs, podemos observar que células do baco marcadas
positivamente, dentro dos gates selecionados, para F4/80 (macrofagos) figura 33, expressam
mais CD100, mediana de 795, quando comparada com as demais células marcadas, CD19
(linfocitos B), mediana 91,6, CD11c (células dendriticas), mediana 32,3, que por sua vez
expressam mais CD100 que as células marcadas com CD3 (linfocitos T), com mediana 24,1.

O mesmo foi feito e analisado para células do linfonodo, mostradas na figura 34.
Observamos que o perfil de expressao de CD100 nos macrofagos continuam as mesmas quando
compradas com as células do bago, onde macréfagos, possuem mediana de 313, expressando
mais CD100, do que os linfdcitos B, mediana 57,5, as células dendriticas possuindo mediana

274 e os linfécitos T com mediana de 26,7.
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Nesta tese mostramos pela primeira vez a participacdo de CD100 na infec¢do por
Leishmania. Considerando os resultados apresentados podemos concluir que a proteina CD100
soltvel recombinante aumenta indice de infeccdo e a fagocitose de formas promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis e de particulas de Zymosan, mostrando uma modulagédo
na fagocitose ndo especifica apenas para Leishmania.

Confirmamos que o efeito de sCD100 sobre a infeccdo de Leishmania depende da
interacdo com seu receptor CD72. Mostramos também que o0s receptores FCR ndo participam
do aumento da fagocitose das formas promastigotas de L. (L.) amazonensis.

Embora saibamos que CD100 aumenta a fagocitose, ndo tivemos ainda sucesso em
identificar o processo do macr6fago murino que CD100 afeta. Observamos que sCD100 n&o
altera a polimerizacdo de actina, nem a conformacéo de tubulina da célula, e provavelmente
ndo esta relacionado com a fosforilacdo de ERK1/2 e nem com a ativacdo da atividade de
tirosina fosfatase.

Concluimos que infeccBes in vitro de macréfagos nocautes para CD100 com
promastigotas de L. (L.) amazonensis sdo semelhantes as de macrofagos selvagens, sugerindo
gue CD100 de membrana ndo afeta a fagocitose e que a liberacdo dessa molécula soltvel seja
baixa mesmo nos animais selvagens, ndo levando ao aumento de infecgdo que observamos
anteriormente pelo sCD100 recombinante.

E que 0 mesmo ndo é observado in vivo, ja que as infecgdes sdo mais brandas em animais
nocautes para a proteina quando comparados aos animais selvagens, o que nos leva a pensar
que, se CD100 for abundante nas lesdes de L. (L.) amazonensis, consequentemente aumentando
a infecgdo, a producéo de CD100 deve-se resultar por outras células, como os linfocitos B e T,
induzido os macrofagos através de seu receptor aumentando a entrada do parasita.

Mesmo ndo conseguindo desvendar em qual via 0 CD100 atua para inicializar toda a
modulacdo do macréfago e fazer com que, de alguma forma, o mesmo fique susceptivel a
infeccbes ou a aumento na fagocitose, mostramos um interessante papel dessa Semaforina no

Sistema Imune em resposta a infecg¢éo por Leishmania.
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