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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.



1 INTRODUCAO



1.1 Leishmaniose

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

Por seu consideravel impacto sobre a saude mundial, as leishmanioses estdo entre
as dez endemias prioritarias da Organizacdo Mundial da Satde - OMS. Estima-se que a
prevaléncia no mundo seja de 14 milhdes de pessoas infectadas, 2 milhdes de novos casos
todo ano, sendo cerca de 300.000 da doenca visceral e 1 milhdo casos da doenca cutanea
(ALVAR et al., 2012; WHO, 2015). Estima-se que ocorram em torno de 20 mil débitos
por ano e que cerca de 310 milhdes estejam sob risco de adquirir a doenca (WHO, 2015).
Atualmente a doenca 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 € mostrada na figura 1.
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Figura 1. Mapa de incidéncia de Leishmaniose Cutanea e Leishmaniose Visceral no mundo - OMS 2013

A Leishmania é um parasito intracelular obrigatério das células do sistema
fagocitico mononuclear de vertebrados, entre eles 0 homem. O parasita encontra-se na
forma promastigota flagelada no tubo digestivo do inseto vetor e na forma amastigota
desprovida de flagelo externo nos fagécitos, especialmente macréfagos, dos hospedeiros
vertebrados, Figura2 (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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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 especies 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, € Psychodopigus



wellcomei que transmite a espécie Leishmania (V.) braziliensis, a mais comum no pais
(BRASIL, 2006).

Disease Torm MNew World species Old World species
Cutaneous
L {1.) mesxicana L. (1.} rmicgor
L {L) mexicana r,r:rr‘plex L. (1) armaronensis L (1) rrucgjoor compllnex [, fTJm.njlfr{r
1_{1.) pifanci L {1} aethiopica
1L {1.) veneamlermsss
1. {V) braiensis
L (V) perviang
1L (V) barvsoni
L. (Viannia) subgenus L {V) naiff
L (V) brrsoni
L. {¥) panamensis
L (V) puyanenss
Diffuse: cutaneous
1. {1.) armazenensis {1} aethiopica
L. {L) pifaroi
Mucocutanecus
L. {V} braziliensis
Visceral
1.{1.) donovani comples 1. {1.) chapas™ L AT ) infantum®
L {1} donovani
*Generally, L. infantun and L chagas are the causative agents of visceral leshmaniasss, however, cases of culaneous leshmaniasis have been reported
(214, 215).

Tabela 1. Principais espécies de Leishmania de novo e velho mundo que causam doengas no homem e

associacdo 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 infecgdes apresentam-se sob diferentes
formas clinicas: forma tegumentar (cutanea localizada ou difusa e mucosa) ou visceral,
Figura 4 (GRIMALDI; TESH, 1993; LAINSON; SHAW, 1978).



Figura 4. Principais formas clinicas da leishmaniose. (A) Forma cutanea 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 infecgdo 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
doenga, como pode ser observado para L. (V.) braziliensis (formas cutéanea e
mucocutanea) e L. (L.) amazonensis (forma cutanea localizada e cutanea difusa) tabela 1.
No primeiro caso, a doenga mucocutanea pode evoluir a partir da doenca cutanea nao
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 regulacdo da reposta imune nas infeccBGes por
Leishmania foi baseado na analise do padrao 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 subpopulacbes de células 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 proliferacao



de células T antigeno-especificas, resultando em 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 producéo de IgE e, tanto I1L-4 quanto 1L-10
estimulam células B e inibem ativacdo classica de macrdéfagos (SIELING; MODLIN,
1994). Na infeccdo 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, é 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 os mecanismos que determinam o
sucesso no combate a infeccdo néo estdo completamente esclarecidos (SEREZANI et al.,
2006). De fato, a maioria das linhagens de camundongo é suscetivel a esse parasita,
desenvolvendo lesdes. A infeccdo 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 neutralizacdo de IL-4 ndo resolve a doenca. 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 néo
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
infecgBes por Leishmania, mesmo antes da ativagdo dos mecanismos mediados por
células T e B. Além disso, as células T podem responder a infeccdo liberando citocinas
que ativam os macrdfagos para destruir parasitas intracelulares, e os anticorpos liberados
pelos linfécitos B permitem também que os macrofagos reconhegcam com maior eficacia
os patogenos (GORDON, 2003). Além de seu importante papel no sistema imune, 0s
macrofagos séo as principais células infectadas por Leishmania e seu perfil de ativacédo é
decisivo para a resolucdo ou ndo da infecgdo por esse parasita (INIESTA et al., 2002;
INIESTA et al., 2005). A heterogeneidade dos macrofagos deriva dos efeitos distintos de
citocinas tipo Thl e Th2 na diferenciacdo de mondcitos para macréfagos. Os perfis de



resposta predominantemente Th1 e Th2 dos camundongos C57BL/6 e BALB/c infectados
com L. (L.) major, respectivamente, estdo associados aos perfis “extremos” de
macrofagos M1 e M2. Os macrofagos M1 (C57BL/6) apo6s estimulo com LPS
(lipopolissacarideo) sdo ativados para produzirem oxido nitrico (NO) a partir de arginina,
0 que controla a proliferacdo de parasitas intracelulares como L. (L.) major. Os
macréfagos 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 macréfagos 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 IL13, respectivamente
(GORDON, 2003). Hoje sabe-se que a diversidade de macréfagos é muito maior do que
a simples classificacdo 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 baséfilos. M2b sdo induzidos por
LPS, imunocomplexos, células apoptoticas e IL-1Ra, expressam iNOS e secretam IL-10,
TNFa e IL-6, além de quimiocinas que atraem eosindéfilos e células T reguladoras. M2c
sdo induzidos por IL-10, TGF-B e glicocorticoides, e também secretam IL-10 e TGF-p3,
as quais induzem resposta Th2 e células T reguladoras. Macrofagos M2c expressam
arginase e promovem regeneracdo tecidual e angiogénese. Além de ser complexa, a
diferenciacdo de macréfagos € um processo reversivel (DUQUE; DECOTEAUX, 2014).

Além de M1 e M2 ab,c, outros subtipos de macréfagos foram descritos por
diferentes grupos dependendo dos estimulos de diferencia¢do usados (MURRAY, 2014),
0 que torna a nomenclatura dessas células bastante variavel. De qualquer forma, a analise
de citocinas e moléculas produzidas/expressas por subtipos extremos de macrofagos

auxilia na compreensdo do perfil de resposta a patdgenos como Leishmania.

1.3 Fagocitose de Leishmania pelo macréfago

Promastigotas e amastigotas de Leishmania sdo internalizados pelo macroéfago,
sua principal celula hospedeira, por fagocitose. De forma geral, o processo de fagocitose
se inicia a partir da interagdo 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 ativacao
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 cascatas culminam na ingestdo do patégeno de modo
independente ou dependente da reorganizacdo do citoesqueleto de actina nas células

fagociticas.

Muitos estudos documentam que o sucesso da infecgdo de Leishmania em
macrofagos depende da capacidade das formas promastigotas ou amastigotas do parasito
em aderir a essas céelulas por receptores de membrana e, dessa forma, serem fagocitados
(ALEXANDER; RUSSEL, 1992). As ativacgdes desses receptores podem ser cruciais para
0 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
os receptores de fibronectina (FnRs) (BLACKWELL et al., 1985; DA SILVA et al., 1989;
GUY; BELOSEVIC, 1993; MOSSER; EDELSON, 1985; WYLER et al., 1985). Os
receptores usados, assim como as vias de internalizacao, 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) é uma integrina expressa

na superficie de polimorfonucleares (PMNSs), especialmente neutréfilos, e de fagocitos
mononucleares que desempenha um papel importante na defesa imunoldgica. Este
receptor ligado ao iC3b (forma inativada de C3b) ou a ligantes dos agentes patogénicos
promove o rearranjo do citoesqueleto de actina e a sinalizacdo da cascatas das quinases
(EHLERS, 2000).

O CR1 é expresso na superficie de mondcitos, macr6fagos e PMNs, e reconhece
principalmente o 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 0 CR1. CR1, com fator I, decompde o
C3b em iC3b (forma inativada de C3b), facilitando a ligagdo ao CR3 (UENO; WILSON,
2012).



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

macrofagos primarios e células dendriticas mieldides. Devido a sua ligacdo 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).

Receptor de fibronectina: A fibronectina é abundante no tecido conjuntivo e é necesséria

aos fagocitos para deixarem o sistema vascular e migrarem através do endotélio e sub-
endotélio em resposta a um estimulo inflamatério (BROWN; et al., 1989). Os receptores
para a fibronectina (FnRs) sdo integrinas expressas em fibroblastos, mondécitos e PMNS.
H& 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: Séo proteinas expressas na superficie de células natural killer, macréfagos,
mastocitos e neutrdfilos. Sdo de varios subtipos, classificados com base no tipo de
anticorpo que reconhecem: aqueles que se ligam a IgG sdo 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 1gG1 ap6s o isolamento de lesdes de camundongos BALBY/c, sugerindo
que FcyRs poderiam constituir um portal de entrada nos macrofagos (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 interagdes com a célula hospedeira. Estudos demonstraram que quando
formas promastigotas de L. (L.) amazonensis interagem com os macrofagos séo 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 internalizacdo 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 0s
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
dindmica, cuja regulacdo € importante para diversas funcbes celulares, entre elas a
fagocitose (DOS REMEDIOS, 2003). Sua estrutura € normalmente avaliada pela
marcacdo de F-actina por faloidina ou pela razdo F-actina/actina G, separadas por
centrifugacdo diferencial (COOK, 2014; KIM, 2008). A extensdo da polimerizacgdo e
despolimerizacdo de actina é orquestrada por uma série de proteinas de ligacdo em
resposta a diversos estimulos (NOSWORTHY et al., 2003). A desestabilizacdo do
citoesqueleto de actina de macrofagos resulta em uma reducdo na fixacdo de
promastigotas de L. (L.) donovani, juntamente com uma reducdo na carga de amastigotas
intracelulares, mostrando que a infeccdo de macrofagos por L. (L.) donovani esta
fortemente correlacionada com a capacidade polimerizacao 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 diminuicdo da associacdo de L. (V.) braziliensis com
macréfagos (AZEVEDO et al., 2012). Essa desorganizacéao afetou também a producéo de
NO e a secre¢do de I1L10 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 é um processo dependente de actina, no qual
F-actina se acumula em torno dos parasitas durante e apds a fagocitose (COURRET et
al., 2002). A fagocitose de formas metaciclicas leva de 3 a 9 minutos, e 0s parasitas
comecam a se dividir a partir de 24-48 horas apds a infeccdo (COURRET et al., 2002).
Foi observado que 40 a 55% dos metaciclicos sdo circundados por F-actina apés 10
minutos, 10 a 20% apds 30 minutos e apenas 5 a 10% apo6s 1-2 horas. Os autores
sugeriram que a F-actina polimeriza e despolimeriza durante a internalizacdo do parasita,
eventualmente formando ondulages nas regides de entrada. Para L. (L.) major observou-
se um numero 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
internalizacdo 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 interacdo de moléculas expressas na superficie (LPG e GP63) da
Leishmania com receptores dos macrdéfagos, o metabolismo e a ativacdo do macréfago
podem ser modulados, especificamente nas cascatas de sinalizacdo intracelular,
reduzindo a producdo de 6xido nitrico, o burst respiratorio e a producdo de citocinas
(PIEDRAFITA et al., 1999). As alteracOes de transducdo de sinal ocorrem a partir do
bloqueio da cascata de fosforilagdo por modulagéo de quinases e fosfatases celulares, ou
pela expressdo 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 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 atraves dos GIPLs presentes em sua
superficie, as unidades repetitivas de LPG presentes nos promastigotas podem protegé-
los durante o burst respiratorio através da reacdo com radicais hidroxila e &nions
superoxido, 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 macréfagos e das moléculas de Leishmania citados
acima, outras moléculas podem afetar o processo de fagocitose desse parasita. Neste
projeto avaliamos o papel de CD100 na fagocitose e em outros processos relacionados
com a infecgdo 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 solGveis, originadas por clivagem
proteolitica, tendo sido inicialmente identificadas como moléculas de quimiorrepulsdo no
desenvolvimento neuronal, desempenhando um papel crucial na orientacdo dos ax6nios
(SUZUKI et al., 2003; MIZUI et al., 2009; CH'NG; KUMANOGOH, 2010). Existem oito
classes de semaforinas. As classes | 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 biolégico 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), progressao de
tumor (BIELENBERG; KLAGSBRUN, 2007) e regulacdo imune (KIKUTANI;
KUMANOGOH, 2003; MIZUI et al., 2009; SUZUKI et al., 2003).

A Sema4D ou CD100 possui uma sequéncia sinal amino-terminal seguida de um
dominio Sema, um dominio Ig-like, um trecho rico em lisinas, uma regido transmembrana
hidrofébica e uma cauda citoplasmatica (KUMANOGOH; KIKUTANI, 2001). Essa
proteina é encontrada como um dimero ligado a membrana no tamanho de 150 kDa (por
subunidade) ou na forma soluvel no tamanho de 120 kDa (sCD100), obtida por clivagem
(BASILE et al., 2007; ELHABAZI et al., 2003; ZHU et al., 2007). Essa clivagem ¢€ feita
em plaguetas 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), Semad4A (SMITH et al., 2011) e Sema7A
(KUMANOGOH; KIKUTANI, 2001) também sdo 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 formacéo de trombos, ora da recuperagdo da monocamada endotelial
(ZHU et al., 2007).

1.5 CD100 e o sistema imune
No sistema hematopoiético CD100 e expressa pela maioria das celulas (B, T,

células Natural Killer e células mieldides) com excecdo das células-tronco precoces e

eritrocitos, e geralmente aumenta apds a ativagdo (ELHABAZI et al., 2003). O papel de



CD100 no sistema imune tem sido mostrado em um numero crescente de trabalhos
(CHABBERT-DEPONNAT etal., 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 soluvel (sCD100) especialmente em células T, B e dendriticas de humanos ou de
camundongos.

Em camundongos, sCD100 melhora a resposta proliferativa e a diferenciagdo de
células B estimuladas com anticorpo monoclonal anti-CD40 e IL-4, e a producdo de IgG1
(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 interacdo de células
T com células dendriticas, aumentando a ativacdo, proliferacio (KUMANOGOH et al.,
2002; SHI et al., 2000) e diferenciacdo (MIZUI et al., 2009) das células T. sCD100 induz
CD40 e maturacdo das células dendriticas, aumentando a expressdo de moléculas co-
estimulatorias e de 1L-2 (KUMANOGOH et al., 2002).

Em humanos sCD100 inibe a migracdo de células B (DELAIRE et al., 2001),
monocitos (CHABBERT-DE PONNAT et al., 2005; DELAIRE et al., 2001) e células
dendriticas imaturas (CHABBERTDEPONNAT et al., 2005). Em mondcitos e células
dendriticas sSCD100 aumenta a secrecdo de IL-10 e reduz a das citocinas pré-inflamatorias
IL-6, IL-8 e TNF-a (CHABBERT-DE PONNAT et al., 2005).

Os efeitos de CD100 sdao desencadeados pela ligacdo a receptores especificos,
especialmente a plexina B1 e o CD72. A plexina B1 é 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 néo linfoides, mas posteriormente foi observada em celulas dendriticas
foliculares e células T ativadas (revisado em NKYIMBERG, 2010).

O CD72, € um importante receptor de CD100 que em camundongos é expresso
em células epiteliais brénguicas, macrdéfagos alveolares, células B, células dendriticas,
fibroblastos e basdéfilos (KIKUTANI; KUMANOGOH, 2003; MIZUI et al., 2009;
SMITH et al., 2011). CD72 é uma proteina da superfamilia das lectinas do tipo C célcio
dependentes que contém uma por¢do transmembrana hidrofobica e um dominio

citoplasmatico 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
o0 potencial inibitério de CD72 por causar a desfosforilacdo do ITIM e liberacdo de SHP-
1 (revisado em WU, 2009). De fato, células B de camundongos deficientes em CD72
sofrem hiper-proliferacdo apds varios estimulos quando comparadas com as células B de
camundongos selvagens, enquanto 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 expansdo no numero de células B1, indicando que
SHP-1 é necessario para regular negativamente o desenvolvimento ou manutencéo dessas
células (SCOTT et al., 1996). Coerentemente, em modelo de camundongos CD100-
transgénicos o 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 mast6citos também foi
observada uma acdo inibitéria da ligacdo de CD72 (TATSUKI, 2010). Tanto CD100
guanto um anticorpo anti-CD72 levaram a fosforilacdo de CD72 e recrutamento de SHP-
1, que desfosforilou moléculas sinalizadoras resultando em reducdo da ativacdo de
mastécitos KIT dependente (TATSUI, 2010). Os resultados citados mostram que
dependendo do tipo celular CD100 pode ter acdes distintas mediadas pelo mesmo
receptor CD72.

1.6 CD100 expresso por macréfagos

Embora diversas revisbes citem que CD100 é expresso em macréfagos
(KIKUTANI, 2003; NKYIMBENG, 2010) poucos trabalhos avaliaram a expresséo ou o
efeito de CD100 nessas células. Um deles mostrou que a maioria dos leucocitos no
estroma tumoral eram macrofagos, e que estes expressam CD100. Os autores observaram

expressdo de CD100 apenas em macrofagos murinos peritoneais ativados (por injecdo de



CFA), mas ndo nos ndo ativados (controle) (SIERRA et al., 2008). A expressao de CD100
in vitro ndo foi induzida por estimulos de diferenciagdo (M-CSF, PMA, IL-10 ou TGF-
B), mas sim por ativa¢do 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 producdo de citocinas ou na capacidade de
diferenciacdo em macrofago 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 o recrutamento de
macrofagos nesse modelo de doenca (LI et al., 2009).

Estudos de nosso grupo mostraram que placas ateroscleréticas humanas possuem
macréfagos que expressam CD100, sendo essa proteina responsavel pela diminuicao 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
macrofagos 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 formacdo de trombos (LUQUE et al., 2015).

Como ja mencionado, macréfagos sdo extremamente importantes na infeccao por
Leishmania. No projeto de mestrado (GALUPPO, 2012) estudamos a expressdo de
CD100 em macrofagos e suas possiveis interferéncias na infeccao por Leishmania. Nosso
interesse em estudar CD100 no contexto dos macréfagos e infec¢do deve-se ao importante
papel dessa molécula no sistema imune e de macrofagos na leishmaniose, como descrito

a sequir.
1.7  CD100 e infeccdo de macrofagos por Leishmania (L.) amazonensis
No projeto de mestrado (GALUPPO, 2012) avaliamos a participagdo de CD100

na infec¢do de macrofagos murinos por L. (L.) amazonensis. Mostramos que macréfagos

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 apds
clivagem proteolitica (BASILE et al., 2007; ELHABAZI et al., 2001; ZHU et al., 2007).
Muitas células que expressam CD100 como linfocitos, macréfagos 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 nao
dispunhamos de ferramentas para modular a expressao de CD100 em macrdfagos e
avaliar seu efeito na infeccdo por L. (L.) amazonensis. Por isso produzimos a proteina
recombinante soltvel (sCD100) e avaliamos seu efeito sobre a infecgdo de macrofagos
murinos, células que expressam CD72 e sdo capazes de responder a CD100 (MIZUI et
al., 2009; SMITH et al., 2011). Mostramos que sCD100 aumenta o indice de infec¢do nas
duas linhagens murinas por promastigotas de L. (L.) amazonensis (dados ndo publicados).

A fagocitose de Leishmania pelo macréfago é um processo complexo do qual
participam diversos receptores e moléculas do parasita, como ja citado (item 1.3), mas
nenhuma dessas moléculas foi descrita como ligante de CD100. O aumento da
infectividade do macro6fago na presenca de sCD100 poderia ser resultado da reducéo de
mecanismos leishmanicidas dessa célula (por exemplo da ativacéo classica do macréfago)
ou da acdo direta de SCD100 sobre alguma molécula envolvida na fagocitose do parasita.
Medimos a producdo de Nitrito e a transcricdo de genes de citocinas pro-inflamatorias e
anti-inflamatoérias na presenca de sCD100 com ou sem LPS, mas ndo observamos
alteracdes (dados n&o publicados). E possivel que haja alteragdes em termos de proteinas
e ndo RNA, alteracdes em mediadores ndo testados em nossos experimentos ou ainda a
ligacdo de sCD100 em alguma proteina de membrana que favoreca a fagocitose. Parte

dessas questBes foram trabalhadas ao longo deste projeto de doutorado.



2 CONCLUSOES



Nesta tese mostramos pela primeira vez a participacdo de CD100 na infecgédo por
Leishmania. Considerando os resultados apresentados podemos concluir que a proteina
CD100 soluvel recombinante aumenta indice de infeccdo e a fagocitose de formas
promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e de particulas de Zymosan,
mostrando uma modulacéo na fagocitose ndo especifica apenas para Leishmania.

Confirmamos que o efeito de SCD100 sobre a infec¢do de Leishmania depende da
interagdo com seu receptor CD72. Mostramos também que os 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 néo altera a polimerizacao de actina, nem a conformacdo de tubulina da célula,
e provavelmente ndo estd relacionado com a fosforilagdo de ERK1/2 e nem com a
ativacdo da atividade de tirosina fosfatase.

Concluimos que infecgbes in vitro de macr6fagos nocautes para CD100 com
promastigotas de L. (L.) amazonensis sdo semelhantes as de macrofagos selvagens,
sugerindo que 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
infeccdo que observamos anteriormente pelo SCD100 recombinante.

E que 0 mesmo ndo €é observado in vivo, j& que as infeccBes sao 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 infeccdo, a producdo de CD100 deve-se resultar por
outras células, como os linfécitos B e T, induzido os macr6fagos através de seu receptor
aumentando a entrada do parasita.

Mesmo ndo conseguindo desvendar em qual via o CD100 atua para inicializar
toda a modulacdo do macrofago e fazer com que, de alguma forma, o mesmo fique
susceptivel a infec¢bes ou & aumento na fagocitose, mostramos um interessante papel

dessa Semaforina no Sistema Imune em resposta a infec¢do por Leishmania.
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