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RESUMO
As leishmanioses sdo doencas negligenciadas, causadas pelo protozoério
pertencente ao género Leishmania spp., parasita principalmente de macréfagos.
As formas da doencga variam desde lesbes cutaneas simples que podem ser
autorresolutivas, até a forma visceral que, quando néo tratada, pode ser fatal. No
Brasil, as principais espécies envolvidas na leishmaniose cutanea localizada
(LCL) séo L. braziliensis e L. amazonensis. A Ulcera tipica da LCL é indolor e
costuma localizar-se em areas expostas da pele, onde coinfec¢des secundarias
causadas por Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus séo
observadas com frequéncia em clinica. O papel da coinfeccdo secundaria na
evolugédo e desfecho da LCL ndo foi comprovado, mas o conjunto de sinais e
sintomas resultantes do processo pode prejudicar o quadro clinico dos
hospedeiros infectados, requerendo tratamento especifico. Este trabalho teve
como objetivo, analisar a influéncia da presenca de vesiculas de membrana
externa (OMVs) de P. aeruginosa ATCC 27853, ou de vesiculas extracelulares
(EVs) de S. aureus ATCC 25923, frequentemente reportadas durante a LCL, em
macrofagos previamente infectados com L. amazonensis, e se a carga parasitéria,
producdo de o6xido nitrico (NO) e de citocinas sao alteradas. As analises das
vesiculas das bactérias estudadas, por microscopia eletrbnica de transmissao e
nanorastreamento, séo consistentes com os achados da literatura, acerca de seu
didmetro e concentragdo. Os resultados mostraram redugdes significativas na
porcentagem de macrofagos infectados (13,29% - 80,6%), numero de
amastigotas/macrofago infectado, indice de Infeccdo (IF) e numero de
macroéfagos viaveis (29,11% - 77,88%), nas co-culturas de macrofagos infectados
com L. amazonensis e expostos as vesiculas de ambas as bactérias. Foram
observadas alteragbes morfolégicas nas culturas de macréfagos expostas as
vesiculas, sem infeccdo pelo parasita, quando comparado com o controle
saudavel, sem exposicdo as vesiculas. As quantificacbes de NO, IL-6 e IL-4
revelaram uma producdo diminuida, enquanto as citocinas IL-1B e TNF-a
revelaram uma producdo aumentada, nas co-culturas de macréfagos infectadas
com L. amazonensis e expostas as vesiculas de ambas as bactérias. Esses
dados sugerem um possivel efeito de modulacdo negativa da resposta celular

mediada por NO, IL-6 e IL- 4, e uma regulacdo positiva para a resposta



inflamatoria, quando as vesiculas entram em contato com macréfagos
previamente infectados com o parasita, sugerindo um possivel papel nas
redugbes nos parametros mencionados anteriormente. Dados reportados na
literatura, demonstraram que vesiculas de bactérias sdo imunogénicas e medeiam
a resposta inflamatdria por receptores Toll-like (TLR), ativando a via dos
inflamassomos NLRP3 e das caspases, desencadeando disfuncdo mitocondrial
por proteinas apoptoticas. Conclusivamente, os dados mostram que o modelo de
infeccdo de macrofagos com L. amazonensis e exposi¢ao as vesiculas, mimetiza
e reproduz uma interacao entre hospedeiro-parasita-bactéria, pois sdo altamente
imunogénicas em células hospedeiras, podem ativar a via TLR, e serem utilizadas
como importantes alvos para plataformas vacinais futuramente.

Palavras-chave: L. amazonensis; macrofagos; coinfeccdo secundaria; P.

aeruginosa; S. aureus; vesiculas extracelulares; 6xido nitrico; citocinas.



ABSTRACT
Leishmaniasis are neglected diseases caused by the protozoan belonging to the

genus Leishmania spp., parasite mainly of macrophages. The forms of the
disease range from simple cutaneous lesions that can be self-resolving, to the
visceral form that, if left untreated, can be fatal. In Brazil, the main species
involved in localized cutaneous leishmaniasis (LCL) are L. braziliensis and L.
amazonensis. The typical LCL ulcer is painless and is usually located in exposed
areas of the skin, where secondary coinfections caused by Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus are frequently observed in the clinic. The
role of secondary coinfection in the evolution and outcome of LCL has not been
proven, but the set of signs and symptoms resulting from the process can impair
the clinical status of infected hosts, requiring specific treatment. This work aimed
to analyze the influence of the presence of outer membrane vesicles (OMVs) of
P. aeruginosa ATCC 27853, or extracellular vesicles (EVs) of S. aureus ATCC
25923, frequently reported during LCL, in previously infected macrophages with
L. amazonensis, and if the parasite load, production of nitric oxide (NO) and
cytokines are altered. The analyzes of the vesicles of the studied bacteria, by
transmission electron microscopy and nanotracking analysis, are consistent with
the findings in the literature, regarding their diameter and concentration. The
results showed significant reductions in the percentage of infected macrophages
(13.29% - 80.6%), number of amastigotes/infected macrophage, Infection Index
(IF) and number of viable macrophages (29.11% - 77.88%), in the co-cultures of
macrophages infected with L. amazonensis and exposed to the vesicles of both
bacteria. Morphological changes were observed in the cultures of macrophages
exposed to the vesicles, without parasite infection, when compared with the
healthy control, without exposure to the vesicles. The quantifications of NO, IL-6
and IL-4 revealed a decreased production, while the cytokines IL-1p and TNF-a
revealed an increased production, in the co-cultures of macrophages infected
with L. amazonensis and exposed to the vesicles of both bacteria. These data
suggest a possible effect of negative modulation of cellular response mediated by
NO, IL-6 and IL-4, and a positive regulation for the inflammatory response, when
vesicles come into contact with macrophages previously infected with the
parasite, suggesting a possible role in reductions in the parameters mentioned
above. Data reported in the literature demonstrated that bacterial vesicles are



immunogenic and mediate the inflammatory response by Toll-like receptors
(TLR), activating the NLRP3 inflammasome pathway and caspases, triggering
mitochondrial dysfunction by apoptotic proteins. Conclusively, the data show that
the model of macrophage infection with L. amazonensis and exposure to
vesicles, mimics and reproduces a host-parasite-bacteria interaction, as they are
highly immunogenic in host cells, can activate the TLR pathway, and can be used
as important targets for vaccine platforms in the future.

Key words: L. amazonensis; macrophages; secondary coinfection; P.

aeruginosa; S. aureus; extracellular vesicles; nitric oxide; cytokines.
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containing protein

nm: nandémetro

NO: éxido nitrico

NOz2": nitrito

NTA: Analisador de Particulas por Nanorastreamento
OMS: Organizacdo Mundial da Saude

OMVs: Vesiculas de Membrana Externa

P.a.: Pseudomonas aeruginosa

PAMP: Padr6es Moleculares Associados aos Patégenos
PBS: Tampéao fosfato salino

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

PE: Ficoeritrina

PES: poliestireno

POMVSs: Vesiculas de Membrana Externa de P. aeruginosa
rpm: rotagdes por minuto

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute-1640

RNA: Acido Ribonucleico

S.a.: Staphylococcus aureus

SEVs: Vesiculas Extracelulares de S. aureus

SFB: Soro Fetal Bovino



TGF-B: Fator Transformador de Crescimento-8
Thl: T-helper 1

Th2: T-helper 2

Th17: T-helper 17

TMB: 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral-a

TSB: caldo de soja triptico

Ul: Unidade Internacional

pL: microlitro

Lista de simbolos

=: Aproximadamente igual

oC: Graus Celsius

%: Porcentagem
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1. Introducéo

1.1 Ciclo de vida e distribuic&o de Leishmania spp.

As leishmanioses sdo um grupo de doencas negligenciadas, que
representam um importante problema de saude publica no mundo (OMS, 2021).
Existem cerca de 20 espécies de protozoarios parasitas do género Leishmania spp.
(Kinetoplastida: Trypanosomatidae) que s&do responsaveis por causar um amplo
espectro de condic¢des clinicas. A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum
da doenca e compreende lesGes cutaneas, variando em gravidade desde lesbes
ulcerativas unicas que podem ser autorresolutivas (leishmaniose cutanea localizada,
LCL), ou evoluir para lesGes cronicas e, em casos menos frequentes, as lesdes se
tornam difusas pela pele (leishmaniose cutaneo-difusa, LCD) e mucosas
(leishmaniose mucocutanea, LMC), com intensa destruicdo tecidual, disseminacgao
metastatica comprometendo as membranas mucosas do nariz, boca e garganta
(Carvalho et al., 1994; Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Christensen et al., 2019). A
leishmaniose visceral (LV), forma mais severa da doenca, pode ser fatal se nao
tratada (OMS, 2021). Ambas as formas sdo endémicas em regides tropicais e
subtropicais de 98 paises (Torres-Guerrero et al., 2017; OMS, 2021).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a LC esta
distribuida no Mediterraneo, Africa, Asia, Oriente Médio e em muitos paises da
América Central e do Sul. Segundo a OMS, estima-se cerca de 600.000 — 1 milhao
de novos casos de LC, e para LV sao estimados cerca de 50.000 — 90.000 novos
casos, ambos anualmente, embora haja uma subnotificacdo de casos (OMS, 2021;
Singh- Phulgenda et al.,, 2022). Estima-se que cerca de 1 bilhdo de individuos
estejam sob risco de se infectar com Leishmania spp. em areas endémicas (OMS,
2021). Nos ultimos anos, houve um aumento dos casos de leishmaniose em varias
regioes do mundo, fato associado tanto a maior exposicdo aos vetores de
flebotomineos quanto ao surgimento de pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV- positivos) (Aruleba et al., 2020; Mohammed et al.,
2020). Por outro lado, existe uma relagéo direta entre o numero de individuos com a
doenca e a falta de recursos de contencdo, o comprometimento do sistema
imunologico, desnutricdo e condicbes de moradia precarias (Torres-Guerrero et al.,
2017; Burza, Croft; Boelaert, 2018).
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Os vetores que transmitem as leishmanioses sdo insetos flebotomineos
fémeas (Diptera: Psychodidae), hematofagos pertencentes ao género Phlebotomus
sp. no Velho Mundo, e Lutzomyia sp. no Novo Mundo (Burza; Croft; Boelaert, 2018).
O parasita possui um ciclo de vida heteroxeno dimoérfico, constituido por uma forma
promastigota flagelada, alongada e moével, sendo encontrada no tubo digestivo dos
flebotomineos; e uma forma amastigota, que possui formato oval, e € encontrada no
interior da célula do hospedeiro mamifero. As formas promastigotas metaciclicas,
que sao as formas infectantes do parasita, sao fixadas no intestino do vetor
flebotomineo fémea, e a inoculacdo ocorre através do repasto sanguineo em um
hospedeiro vertebrado ndo infectado, dando inicio a infeccdo. As lesdes geralmente
aparecem no local da picada do vetor flebotomineo, em regiées expostas do corpo
do hospedeiro. As formas promastigotas geralmente invadem células do sistema
fagocitico mononuclear, como macréfagos e neutréfilos que fagocitam os parasitas.
Apoés a internalizacdo, o fagossomo e o lisossomo desses fagoécitos se fundem,
formando o fagolisossomo, ou vacuolo parasitéforo e, em seguida, os parasitas se
transformam em formas amastigotas (Bates, 2018).

No interior da célula hospedeira, o parasita prolifera intensamente,
provocando a lise da célula, onde no fluido extracelular, infecta outras células e,
através de mecanismos de escape, permanece no hospedeiro. Assim, em outro
repasto sanguineo, o vetor flebotomineo n&o infectado ingere as formas
amastigotas, que se transformam e maturam em promastigotas metaciclicos no
intestino médio, onde o parasita sofre sucessivas replicacdes por fissdo binaria. No
préximo repasto sanguineo, o flebétomo fémea infectado inocula as promastigotas
metaciclicas em um hospedeiro ndo infectado, e o ciclo de vida do parasita se
completa (Alemayehu & Alemayehu, 2017).

Diferentes espécies do parasita estdo associadas com diferentes
manifestagbes da doenca, onde a combinagcdo de fatores do parasita e
caracteristicas do hospedeiro, como o balango e a regulacdo das respostas imune
pré e anti-inflamatéria do hospedeiro e a biologia do vetor, podem influenciar no
desfecho da doenca (Kevric; Cappel; Keeling, 2015).

As principais espécies de Leishmania responsaveis pela LC no Novo
Mundo séo L. amazonensis, L. braziliensis, L. mexicana e L. guyanensis, enquanto
no Velho Mundo as espécies que causam LC séo L. major, L. tropica e L. aethiopica.

A Ulcera tipica de LCL é indolor e costuma localizar-se em areas expostas da pele,
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podem medir de alguns milimetros até alguns centimetros, com base eritematosa,
bordas bem delimitadas e elevadas com fundo avermelhado e granulacdes
grosseiras (Pace, 2014; Solomon et al., 2016).

L. amazonensis, espécie utilizada nesse trabalho, provoca LCL em
hospedeiros que respondem ao tratamento ou podem curar-se espontaneamente
(Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Burza; Croft; Boelaert, 2018), e se ndo controlada
pelo hospedeiro ou pelo tratamento antimonial, por exemplo, o parasita pode se
disseminar de um local para outro, caracterizando LCD (Carvalho et al., 1994,
Silveira et al., 2009; Burza; Croft; Boelaert, 2018; Herrera et al., 2020), condicéo
raramente notificada. Em linhagens murinas suscetiveis, as lesfes sao
caracterizadas por um grande numero de amastigotas em divisdo e migracdo de
células inflamatérias (Araudjo; Giorgio, 2015). Na tentativa de avaliar o progndstico

dessas lesdes é necessario o conhecimento do microambiente tissular.

1.2 Relevancia do ambiente oxidativo

A modificagdo do microambiente lesional por fatores biéticos (infeccdes
secundarias) e abidticos (por exemplo, temperatura e concentracdo de oxigénio)
alteram a resposta de macrofagos a infeccao intracelular com o parasita (Arrais-Silva
et al., 2006; Hartley et al., 2014). Adicionalmente, o tratamento com oxigenacao
hiperbarica (HBO) exerceu uma toxicidade direta para as formas de L. amazonensis,
promovendo um ambiente oxidativo (Arrais-Silva et al., 2006). De fato, estudos
realizados pelo nosso grupo de pesquisa e outros laboratérios, demonstraram que o
microambiente em que macréfagos infectados se encontram é crucial para o
estabelecimento ou controle da infeccdo (Degrossoli et al., 2007; Degrossoli et al.,
2011; Hartley et al., 2014; Araujo; Giorgio, 2015). Por exemplo, quando macréfagos
foram submetidos ao tratamento com HBO, houve um controle do ndamero de
amastigotas de L. amazonensis, 0 que pode estar relacionado a produgcdo de
radicais livres de oxigénio (Degrossoli et al., 2007; Degrossoli et al., 2011). Foi
relatada uma reducdo no numero de células infectadas e na carga parasitaria,
guando macrofagos infectados com o parasita foram tratados com HBO (Arrais-Silva
et al., 2005). Ainda, um efeito adjuvante da HBO foi observado em macréfagos
infectados com L. amazonensis, que apresentaram uma reducdo expressiva na
infeccdo quando associado os tratamentos da HBO e antimonial pentavalente,

quando comparado ao tratamento individual (HBO ou antimonial pentavalente)
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(Ayres et al., 2011). Resultados semelhantes foram observados, em culturas de
macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c, infectados com L. tropica e
tratados com HBO (Koru et al., 2012). Em relato de caso, um homem de 30 anos do
Oriente Médio, apresentando quadro de lesdo ulcerativa, mostrou progressao
significativa na carga parasitaria quando submetido ao tratamento com HBO em
associagao com antimonial pentavalente (Olszanski et al., 2017), confirmando os
resultados observados por Ayres e colaboradores (2011). Esses resultados indicam
que a exposicdo dos macréfagos, tanto in vitro como in vivo, a diferentes
microambientes induz a plasticidade dessas células (Giorgio, 2013), e a inducao de

uma resposta protetiva.

1.3 Patogenia, resposta imune e tratamento das leishmanioses

A patogenia das leishmanioses estd ligada principalmente com a
polarizacdo da resposta imune do hospedeiro contra o parasita, mas também outros
fatores como predisposicdo genética. No estagio inicial da infec¢do, as formas
promastigotas metaciclicas do parasita, circulam na corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero, e imediatamente, os neutréfilos ou macréfagos realizam o
reconhecimento e apresentacdo dos antigenos de Leishmania aos linfocitos T CD4+.
Fenotipicamente, esses linfocitos podem expressar diferentes citocinas, separando-
0s em duas principais subpopulagdes, do tipo Thl (T helper 1) ou Th2 (De Oliveira et
al., 2011; Hartley et al., 2014). Nas leishmanioses, o perfil de ativacdo do tipo Thl
pode favorecer o hospedeiro eliminando os parasitas intracelulares, e este padrao de
resposta Thl leva a diferenciacdo de células que secretam citocinas pro-
inflamatorias, como IL-2 (interleucina-2), IFN-y (interferon gama), IL-12 e TNF-a
(Tumor Necrosis Factor-a), e as quimiocinas CCL2 (ligante 2 da quimiocina de
motivo C-C), CXCL9 (ligante 2 da quimiocina de motivo CXC) e CXCL10 (De Oliveira
et al., 2011; Hartley et al., 2014).

Entretanto, quando h& polarizacdo da resposta imune para o tipo Th2, as
citocinas IL-4, IL-10, TGF-B (Transforming Growth Factor-B), e as quimiocinas CCL3
e CCL7 produzidas, podem levar a persisténcia parasitaria e a cronicidade da
doenca, dependendo da espécie do parasita (De Oliveira et al., 2011; Hartley et al.,
2014; Marques-da-Silva et al., 2018). A evolucdo para a cura autorresolutiva é
resultado de um perfil de ativagcdo predominantemente do tipo Thl durante as
leishmanioses. Por outro lado, a resposta do tipo Th2 caracteriza-se pela inibigcdo da



27

expansdo da populacdo de linfécitos, levando a um estado de tolerancia do
hospedeiro ao parasita, que perpetua para um quadro cronico da doenca no
individuo (Neves, 2011). Nestes casos, muitas vezes o0s tratamentos convencionais
sao eficientes, e a evasao ao tratamento pode ocorrer entre 0s pacientes com baixa
parasitemia. Além disso, dependendo do perfil de resposta do hospedeiro, a
presenca das citocinas do tipo Th2 secretadas ndo sao efetivas contra o parasita,
podendo inibir a agao de citocinas da resposta do tipo Thl (Nabavi et al., 2018).

Para o tratamento das leishmanioses em seres humanos no Brasil, o
farmaco de primeira escolha € o antimoniato de meglumina (Glucantime®), e vem
sendo utilizado em pacientes que estejam apresentando as manifestacdes clinicas
da doenca (McGwire; Satoskar, 2014). Entretanto, efeitos adversos séo observados,
incluindo febre, mialgia, ndusea, vomito, erup¢cdes cutaneas, inflamacéo no local de
injecdo, cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade, em conjunto com
intervencao terapéutica prolongada e relato de casos de resisténcia em certos
paises endémicos, atestam para a necessidade de desenvolvimento de novos
tratamentos menos toxicos (Masmoudi et al., 2005; Beheshti, 2007). Como
alternativa para os casos de resisténcia relatados, a miltefosina foi introduzida no
esquema terapéutico de alguns paises da asia e do oriente (Dorlo et al., 2012). A
pentamidina, paramomicina e anfotericina B lipossomal, sdo farmacos que podem
ser utilizados para o tratamento das demais formas clinicas das leishmanioses, e
tem diferentes mecanismos de acéo e alvo contra o parasita (McGwire; Satoskar,
2014).

1.4 Infec¢cBes secundarias causadas por bactérias

Um problema pratico que pode prejudicar a condi¢cdo clinica dos
hospedeiros infectados com L. amazonensis ou L. aethiopica, sdo as infeccdes
secundarias causadas por bactérias oportunistas ou patogénicas (Ziaei; Sadeghian;
Hejazi, 2008; Endris et al., 2014; Lopes et al., 2016; Salgado et al., 2016; Gimblet et
al., 2017). Estas coinfec¢cbes causadas por bactérias durante a LCL, séo
amplamente reportadas em seres humanos e em caes (Carvalho et al., 1994,
Ciaramella et al., 1997; Kirby et al., 2009; Mylonakis et al., 2014; Salgado et al.,
2016; Scorza; Carvalho; Wilson, 2017; Torres-Guerreiro et al., 2017; Christensen et
al., 2019; Lappan et al., 2019; Parin et al., 2020), podendo ser associada a um

tempo prolongado de hospitalizacdo, maior suscetibilidade a infecgcbes nosocomiais,
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e até morte (Van der Vliet et al., 2006; Velozo et al., 2006).

Essas coinfec¢cdes causadas por bactérias, podem causar dor local e
produzir exsudato inflamatério que recobre total ou parcialmente a Ulcera (Gongalves
et al., 2009). Adicionalmente, a coinfeccdo secundéaria e o uso de produtos tépicos
podem causar eczema na pele, ao redor da ulcera, modificando seu aspecto
(Grimaldi; Tesh, 1993; Ziaie; Sadeghian, 2008).

A prevaléncia das infec¢bes secundarias bacterianas durante a LCL em
humanos, pode variar entre 18% e 81%, assim como o0 numero de pacientes
envolvidos em cada estudo (entre 25 a 1.255 pacientes) (el-Safi et al., 1991; Vera et
al., 2001; Ziaei; Sadeghian; Hejazi, 2008; Goncalves et al., 2009; Sadeghian et al.,
2011), o que pode estar associado ao amplo espectro de lesdes cutaneas
observadas nas LCLs, as condi¢des clinicas (leve, moderada ou severa), diferencas
no material biolégico utilizado para o estudo (sangue, exsudato, pele, mucosas,
urina, fezes) e metodologia de identificacdo dos espécimes (série bioquimica ou
meios seletivos para bactérias fastidiosas, PCR ou sequenciamento de material
genético de micro-organismos nao-fastidiosos) (Vera et al., 2001; Isaac-Marquez &
Lezama-Davila, 2003; Goncalves et al., 2009; Sadeghian et al., 2011; Doudi; Setorki;
Narimani, 2012; Salgado et al., 2016; Gimblet et al., 2017).

Sendo assim, o dano tecidual causado pela Ulcera leishmanibtica em
hospedeiros infectados, pode ser uma porta de entrada para o desenvolvimento de
infeccdes bacterianas, facilitando a penetracdo desses micro-organismos através de
enzimas que lisam a barreira epidérmica, e subsequentemente, colonizam o tecido
(Gimblet et al., 2017). As lesdes cutaneas causadas por L. braziliensis geralmente
apresentam uma diversidade diminuida de bactérias, em especial, as aerobias,
quando comparado com a diversidade da pele saudavel (Salgado et al., 2016;
Gimblet et al.,, 2017). Uma microbiota disbiotica (resultado do desequilibrio da
microflora autoctona) foi observada por Gimblet e cols. (2017), com uma
predominéncia das bactérias do género Staphylococcus e Streptococcus nas lesdes
cutaneas de pacientes humanos infectados com L. braziliensis. Interessantemente,
apesar de serem comumente encontradas espécies comensais do género
Staphylococcus, Streptococcus ou Bacteroides na flora da pele saudavel de
humanos, propor¢cdes significativamente menores das espécies anaerobias
Pseudomonas, Proteus, Escherichia coli e Klebsiella sdo reportadas em feridas

cronicas de pacientes diabéticos (Han et al., 2011).
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Em estudo de triagem com 84 pacientes apresentando lesdo cutanea
Gnica induzida por L. braziliensis, a espécie Corynebacterium diphtheriae foi
identificada na lesdo de 8,3% dos pacientes avaliados, e apesar do risco da
ocorréncia de difteria, o papel desta bactéria durante estas coinfec¢cdes nado foi
elucidado (Vera et al.,, 2002). Posteriormente, foram identificadas as espécies
Proteus sp. (8,3%), P. aeruginosa (P.a.) (7,1%), Klebsiella sp. (7,1%), Enterobacter
sp. (13,1%) e S. aureus (S.a.) (83%), sendo a Ultima bactéria, a espécie mais
encontrada entre os pacientes avaliados (Vera et al., 2006). Em trabalho de
Goncalves e cols. (2009), foi estudada a flora bacteriana de 37 pacientes com
diagnéstico definido de LCL. As espécies S.a., S. saprophyticus, P.a. e K.
pneumoniae, foram as mais detectadas nas Ulceras leishmaniéticas (Goncalves et
al., 2009). Outros estudos mostraram que S.a. € 0 micro-organismo mais
frequentemente isolado das lesGes ulceradas, e pode exibir diferentes perfis de
resisténcia a antibidticos utilizados em clinica (Isaac-Marquez & Lezama-Davila,
2003; Antonio et al., 2017). Em trabalho de Isaac-Marquez & Lezama-Davila (2003),
foram avaliadas Ulceras de Chiclero causadas por L. mexicana, sendo reportado um
perfil de resisténcia de S.a. a diferentes classes de antibiéticos, como ampicilina,
penicilina, cefixima e eritromicina, enquanto no trabalho de Antonio e cols. (2017), foi
reportada resisténcia dessa espécie de bactéria aos aminoglicosideos clindamicina e
gentamicina.

A espécie S. pyogenes, exibiu resisténcia aos antibidticos
trimetropim/sulfametoxazol, lomefloxacina, vancomicina e eritromicina (lsaac-
Marquez & Lezama-Davila, 2003). Decerto, estudos sugerem que 0S pacientes com
lesbes ulceradas na pele sdo mais propensos a infeccdo secundaria, do que
pacientes com lesGes ndo-ulcerativas (Ziaei; Sadeghian, 2008; Salgado et al., 2016),
devido a intensa destruicdo da epiderme observada em lesdes ulceradas,
consistindo como um importante fator predisponente para as infec¢cdes secundarias
bacterianas ocorrerem (Ziaei; Sadeghian; Hejazi, 2008). O tratamento especifico
para as infeccbes secundarias causadas por bactérias durante a LCL, requer
administracdo de antibidticos de amplo espectro para Gram-negativas e Gram-
positivas, antes ou concomitante ao tratamento com antimbénio pentavalente
(Glucantime®), com ressalvas para a necessidade deste esquema terapéutico ser
repetido até trés vezes, caso as lesdes cutaneas ndo mostrem sinais de cicatrizacéo

(Isaac-Marquez & Lezama- Davila, 2003).
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Em geral, os pacientes respondem satisfatoriamente ao esquema
terapéutico com antimonial pentavalente em associacdo com antibioticos (Vera et al.,
2001; Isaac-Marquez & Lezama-Davila, 2003; Ziaei; Sadeghian, 2008; Layegh et al.,
2015). Em um estudo de caso, um paciente com LMC apresentando um quadro de
comprometimento nasal, labial, no palato e com coinfeccdo confirmada para as
bactérias do género Staphylococcus e Pseudomonas, resultou em
broncopneumonia, sepse e 0bito, apds tentativas de tratamento com anfotericina B
lipossomal em associacdo com amoxicilina, ciprofloxacina, vancomicina e imipenem
(Velozo et al., 2006). Embora o fenbmeno das coinfeccBes secundarias causadas
por bactérias durante a LCL em humanos, apresentarem limitacdes éticas e muitos
controles como o0s vistos em modelos experimentais murinos nao serem
implementados, estes ultimos modelos tém constituido maior relevancia para a
concepcao de hipéteses acerca do papel das bactérias durante este fenémenao.

As infeccBes secundarias com bactérias anaerdbicas e aerdbicas foram
inicialmente reportadas por el-On; Sneier; Elias (1992) e Giorgio e cols. (1998), nos
modelos murinos infectados com L. major e L. amazonensis, respectivamente.
Foram identificadas as bactérias Acinetobacter spp., Bacillus cereus, E. coli,
Klebsiella spp., Pasteurella multocida, Proteus vulgaris, P.a. e S.a. em lesdes da
pata de camundongos infectados com L. major (el-On; Sneier; Elias, 1992),
enquanto a presenca de Clostridium sp. na lesdo murina causada por L.
amazonensis, foi relacionada com estagios finais de infeccdo, cujas areas necroticas
centrais das lesdes dos camundongos evidenciaram a producao de um caracteristico
odor de fermentacdo anaerdbia (Giorgio et al., 1998). Achados recentes, sugeriram
gue o aumento na abundancia de bactérias da classe Clostridia em amostras fecais
de camundongos infectados com L. major, pode estar relacionado com diferencas
metabdlicas e polarizagdo da resposta mediada por citocinas, observada nesses
camundongos (Lamour et al., 2015).

A influéncia da presenca de bactérias durante as leishmanioses tem sido
avaliada para determinar fendtipos agudo ou cronico, e para analise dos
mecanismos imunes implicados na resisténcia e suscetibilidade tanto ao parasita,
quanto as bactérias. Estudos recentes indicaram que a coinfeccdo bactéria-
Leishmania ocorre durante o repasto sanguineo do vetor flebotomineo infectado com
L. donovani, onde o vetor expde e deposita bactérias de propria microbiota e do

hospedeiro, na pele de camundongos (Dey et al., 2018). De maneira interessante, a
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adicdo de bactérias no momento, ou sequencialmente a inoculacdo do parasita
contribui para a gravidade da lesdo, como observado por Lamour e cols. (2015).
Quando foi inoculada a bactéria P. vulgaris ou Klebsiella sp. (Lamour et al., 2015),
ou Staphylococcus (Borbén et al., 2019), juntamente com L. major em camundongos
normais, ou bactérias em lesdes de LCL, quase nenhuma eliminacao da bactéria foi
observada, enquanto o indculo somente da bactéria em camundongos nao
infectados foi rapidamente eliminada do local de inoculagéo.

De maneira similar ao que foi observado em pacientes com LCL, relatos
prévios foram confirmados por Gimblet e cols. (2017), de que a assembleia
bacteriana em lesdes de camundongos e na pele saudavel é diferente, e que a esta
diversidade é menor nas lesdes (Salgado et al.,, 2016), criando uma disbiose
microbiana, ou seja, um desequilibrio na comunidade microbiana comparada com a
pele normal. Nesse sentido, os dados produzidos em modelos experimentais
murinos, nos permitem fazer analises mais acuradas e menos empiricas, uma vez
que os animais sdo mantidos em ambientes controlados, o numero de individuos é
definido e os fenétipos podem ser selecionados.

Em recente revisdo (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022), foi
explorada a seguinte hipétese: ocorre facilitacdo seletiva, que contribui para o
aumento na abundancia de algumas espécies de bactérias nas lesbes de LCL,
resultando em disbiose, ou seja, na diminui¢do da diversidade da microbiota da pele
dos hospedeiros infectados. O fendbmeno de facilitagdo indireta, ocorreria
principalmente quando o parasita danifica a barreira mecanica da pele do hospedeiro
infectado com L. amazonensis ou L. aethiopica, criando um ponto de entrada/saida
para outros micro-organismos. Este mecanismo de facilitacdo pode ocorrer através
de alteragbes no microambiente da lesdo, de normoxico para hipoxico, no pH e nas
populacbes de células inflamatorias. Ainda, durante o fendmeno de disbiose e a
infeccéo bacteriana, sugerimos uma interagdo competitiva ou neutra por recursos do
hospedeiro ocorrendo nas lesbes e a selecdo da viruléncia tanto dos parasitas
quanto das bactérias. Fato apoiado pelos estudos em modelos murinos,
demonstrando que a adicdo de bactérias juntamente com a inoculacdo do parasita
contribui para a gravidade da lesdao, como mencionado (Gallo-Francisco; Brocchi;
Giorgio, 2022).
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1.5 Vesiculas de membrana de bactérias

As coinfecc¢des secundarias causadas por bactérias durante a LCL, pode
resultar em uma disbiose (desregulacéo) da microbiota normal da pele, aumentando
em quantidade determinadas espécies de bactérias, enquanto outras, sao
encontradas em menores proporcdes (Han et al., 2011; Gallo-Francisco; Brocchi;
Giorgio, 2022). Adicionalmente, em recente levantamento, foi verificado que as
bactérias S.a. e P.a.,, sdo encontradas com maior frequéncia em lesbes
leishmaniodticas de humanos ou camundongos (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio,
2022) e, portanto, devem ser investigadas com precaucdo. Desta forma, muitos
trabalhos tém utilizado vesiculas de membrana (membrane vesicles — MVs) de
bactérias, como ferramentas essenciais para investigar tanto a viruléncia bacteriana,
transferéncia horizontal de genes, transporte de metabdlitos e comunicacdo entre
células, quanto para estudar a regulacdo de vias inflamatérias e apoptoticas da
célula hospedeira, por exemplo (Lee et al., 2009; Gurung et al., 2011; Bitto et al.,
2017; Furuyama & Sircili, 2021; Augustyniak; Olszak; Drulis-Kawa, 2022).

As bactérias podem secretar uma variedade de MVs (quanto aos
mecanismos de biogénese) e tém ganhado mais atenc¢éo, pois tem sido relatada sua
producao e liberacao tanto por procariotos como por eucariotos (El Andaloussi et al.,
2013), sendo assim, a sua caracterizacéo fisico-quimica tem sido empregue cada
vez mais (Choi et al.,, 2011; Avila-Calderon et al., 2015). A membrana externa
bacteriana protege-a contra danos durante a infec¢do, garantindo ao mesmo tempo
acesso ao ambiente. A producao de MVs tem sido observada naturalmente (Biller et
al., 2014; Soler et al., 2014), mas também in vitro (Schooling & Beveridge, 2006;
Park et al., 2015; Murphy et al., 2008; Deo et al., 2020), bem como em tecidos e
fluidos de hospedeiros infectados por bactérias (Namork & Brandtzaeg, 2002; Unal;
Schaar; Riesbeck, 2011), podendo exibir fun¢des patofisiologicas (Kaparakis-Liaskos
& Ferrero, 2015). Estas estruturas sdo particulas nanométricas, podendo-se
apresentar em formato esférico ou irregular e variam entre 20 e 400 nandémetros
(nm) de diametro (Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019; Bitto et al., 2021).

Uma das primeiras evidéncias das MVs bacterianas foram reportadas ha
mais de 50 anos, como pequenos granulos na superficie da parede celular abaulada,
gue podem ser formadas pela evaginacdo da membrana externa em Gram-negativas
(outer membrane vesicle — OMV) (Siqueira et al., 2014), ou a partir do conteudo

citoplasmatico de bactérias Gram-positivas (extracellular vesicle — EV) (Toyofuku;
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Nomura; Eberl, 2019), que ndo possuem membrana externa (Bladen & Waters,
1963; Bayer & Anderson, 1965; Chatterjee & Das 1967; Bitto et al.,, 2021). Uma
grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas patogénicas ou
ndo, secretam MVs em resposta a diferentes estimulos fisico-quimico-biol6gicos,
como por exemplo, durante estresse nutricional, variagdo de temperatura, presenca
de antibioticos, alivio de estresse, comunicacdo intraespécies (transportando
metabdlitos e material genético), e interespécies durante competicdo por espaco e
nutrientes, através da secrec¢do de toxinas (Gurung et al., 2011; Bitto et al., 2017,
Furuyama & Sircili, 2021).

Desde entdo, diversos trabalhos utilizam MVs purificadas, como forma de
mimetizar a presenca da bactéria estudada, ja que sdo descritas por carregar em
seu interior LPS (lipopolissacarideo), glicerofosfolipidios, proteinas da membrana
externa (outer membrane protein — OMP), lipideo A, DNA, RNA, exotoxinas e
proteases (Schwechheimer & Kuehn, 2015), que podem ser apresentadas a células
competentes do sistema imune, desencadear a ativacdo de sinais e estimular a
resposta imune celular e humoral, mostrando-se como importantes estruturas com
papéis imunoestimulatério e imunomodulador para serem utilizadas futuramente
como promissores candidatos vacinais (Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015). Um dos
principais focos neste campo, tem sido identificar como as vesiculas bacterianas
promovem a invasao de tecidos e colonizagcdo, e como induzem as respostas
imunes.

As OMVs sao capazes de ativar a piroptose, apoptose, inflamacéao e forte
resposta humoral (Murphy et al., 2008; Ellis; Leiman; Kuehn, 2010; Mowat et al.,
2011; Park et al., 2013; Zhao et al., 2013; Khaledi et al., 2016; Abadi et al., 2018;
Deo et al., 2020; Bittel et al., 2021; Hadadi-Fishani et al., 2021). Foi demonstrado
gue as OMVs derivadas de Helicobacter pylori e P.a., induzem a producéo de IL-8
(Mowat et al., 2011; Khaledi et al., 2016; Abadi et al., 2018), e as de Salmonella
enterica estimulam células dendriticas a secretarem IL-12 e TNF-a (Murphy et al.,
2008), citocinas essas, importantes para a inducdo de uma resposta protetora
mediada por INF-y. Essa resposta inflamatéria pode estar ligada uma regulagao
positiva de muitas citocinas e quimiocinas, incluindo CCL2, CXCL1, TNF-a, IL-18,
IFN-y e IL-6 (Park et al., 2013). As OMVs de P.a. provocam uma resposta
inflamatoria mais severa, comparada com a resposta inflamatéria induzida por LPS

purificado, mas ambos participam nas respostas mediadas por citocinas (Ellis;
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Leiman; Kuehn, 2010), adicionalmente, foi observada a participacdo de receptores
Toll-like (TLRs), e secrecao de niveis elevados das citocinas inflamatorias IL- 18 e
IL-6 em células alveolares humana (Zhao et al., 2013), e altos titulos de anticorpos
IgG1 (Hadadi-Fishani et al., 2021), demonstrando o potencial imunoestimulatorio das
OMVs dessa bactéria. Ainda, as OMVs de P.a. podem carregar e transportar para
outras bactérias, DNA cromossomal, que codifica para proteinas relacionadas com
fatores de viruléncia, resposta ao estresse, e resisténcia a antibiéticos (Bitto et al.,
2017).

Foi demonstrado que OMVs de Neisseria gonorrhoeae, E. coli e P.a.
induzem apoptose mitocondrial, através da participacdo de TLRs e secrecao de
proteinas apoptéticas por macrofagos murinos, que rompem as membranas
mitocondrial e da célula hospedeira (Deo et al., 2020). Como consequéncia deste
processo, 0s receptores TLRs participam na ativacdo das caspases e do
inflamassomo NLRP3 (nucleotide-binding and oligomerization domain- like receptors,
pyrin domain-containing protein 3), com alta producédo das citocinas inflamatérias IL-
18 e TNF-a. Esse processo resultou na apoptose de macrofagos derivados da
medula de camundongos, mostrando como as OMVs podem desempenhar
importante papel no processo inflamatério e apoptético (Deo et al.,, 2020). A
secrecdo de IL-1B de maneira caspase dependente e ativagdo da piroptose, foi
observada em macrofagos murinos expostos as OMVs de S. typhimurium, Shigella
flexneri e P.a. (Santos et al., 2018).

A utilizacdo de EVs de bactérias Gram-positivas de importancia médica
tem sido realizada nos ultimos anos, e a elucidacao de seu papel na patogénese das
infeccbes, esta sendo investigada. Por exemplo, foi demonstrada a producdo e
secrecdo de EVs nas bactérias B. anthracis (Rivera et al., 2010), B. subitilis e S.a.
(Lee et al., 2009; Gurung et al., 2011), sendo que as EVs da ultima bactéria, séo
capazes de induzir apoptose in vitro e in vivo (Gurung et al., 2011), e que a entrega
dos componentes associados a viruléncia bacteriana para o citoplasma da célula
hospedeira, € um pré-requisito crucial para a citotoxicidade. Interessantemente,
analises protebmicas das EVs de S.a., revelaram um conteudo rico em (-
lactamases, hemolisinas, proteina ligante a penicilina e enterotoxina estafilocécica,
gue sdo importantes componentes de viruléncia que podem implicar diretamente na
regulacdo de vias inflamatorias e apoptoéticas, e na patogénese (Lee et al., 2009;
Lee, 2012).
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Contudo, apesar dos efeitos deletérios que as MVs podem predispor uma
célula, ou o hospedeiro, muitas pesquisas das Ultimas décadas tém demonstrado a
aplicacdo de MVs como ferramentas poderosas para o fornecimento de diversos
antigenos como plataformas vacinais. A indu¢do de anticorpos e respostas de
protecdo ja foram observadas contra diferentes OMVs contendo antigenos de
Bordetella pertussis (Zurita et al., 2019), Brucella melitensis (Avila- Calderon et al.,
2012), N. meningitidis (Gerritzen et al., 2019) e S.a. (Irene et al., 2019). O antigeno
em si, ou muitas das moléculas que compdem as OMVs utilizadas como sistema de
entrega de antigeno, pode agir como um componente ativador efetivo de TLR,
devidamente considerado como um dos fornecedores chave para a resposta imune
efetiva induzida por OMVs.

Esses dados sdo importantes para auxiliar na compreensdo dos
mecanismos que induzem o carreamento e entrega de padrbes moleculares
associados a patogenos (PAMP — pathogen-associated molecular patterns) para o
citosol da célula hospedeira, com o intuito de ativar uma resposta inflamatoria e
protetiva pelas células hospedeiras. Para orquestrar respostas imunes ideais, deve-
se reconhecer as OMVs ou EVs com PAMPs imunoestimulatorios, que s&o
considerados como um sinal critico para infecgcdes que representam uma séria

ameaca para o hospedeiro.

2. Justificativa

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas e o progndstico de lesbes
cutdneas é fundamental para o tratamento, e muitas vezes de dificil definigdo. Um
problema pratico que piora a situacdo dos hospedeiros infectados pelo parasita, e
representa um fator adicional de morbidade, sdo as coinfec¢cdes causadas por
bactérias, que colonizam lesBes leishmaniéticas (Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio,
2022), requerendo assim, tratamento especifico contra infecgbes nosocomiais. A
analise da influéncia da presenca de OMVs ou EVs de bactérias oportunistas e/ou
patogénicas, durante a infeccdo com L. amazonensis, auxiliard na compreensdo da
dindmica lesional através de quantificacdes de mediadores inflamatdrios como 6xido
nitrico (NO) e citocinas, pela célula hospedeira, e definir os possiveis efeitos para
esta relacdo entre parasita-hospedeiro, ou seja, a suscetibilidade ou resisténcia do

parasita ao hospedeiro.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

O obijetivo principal deste trabalho foi analisar se o inéculo de vesiculas de
membrana das bactérias P.a. ATCC 27853 (POMVs) ou S.a. ATCC 25923 (SEVs),
alteram o perfil fenotipico, como producdo de NO e citocinas, de macréfagos

previamente infectados com L. amazonensis.

3.2 Objetivos especificos

o Padronizar o cultivo das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus
ATCC 25923,
o Extrair, isolar e quantificar vesiculas das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853

e S. aureus ATCC 25923,

. Avaliar a viabilidade de macréfagos expostos as vesiculas das bactérias P.
aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923;

o Avaliacdo da infeccdo de macrofagos com L. amazonensis e expostos as
vesiculas das bactérias P. aeruginosa ATCC 27853 e S. aureus ATCC 25923;

) Quantificar NO nos sobrenadantes das co- culturas celulares;

o Quantificar as citocinas IL-10, IL-17A, TNF-qa, IFN-y, IL-6, IL-4, IL-2 e IL-13

nos sobrenadantes das co-culturas celulares.

4. Material e métodos

4.1 Bactérias

A bactéria Gram-negativa P. aeruginosa ATCC® (American Type for
Culture Collection — Manassas, VA, EUA) 27853 (P.a.), e a Gram-positiva S. aureus
ATCC® 25923 (S.a.) foram cultivadas em meio de cultura Luria-Bertani (LB) agar
para o inéculo e LB caldo para o pré-indculo (Sambrook; Russell, 2001; Kepa et al.,
2018; Nassar; Hazzah; Bakr, 2019). A formulacdo do meio de cultura LB caldo foi
feita com triptona, extrato de levedura (Acumedia®, Lansing, MIl, EUA), e cloreto de
sédio (Synth®, Diadema, SP, BRA); e para o LB agar, foi adicionado a todos estes
componentes, agar bacteriolégico a 1,5% (Oxoid®, Basingstoke, NH, GBR)

(Sambrook; Russell, 2001). Para estocagem, as bactérias foram mantidas em
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biofreezer (New Brunswick Scientific™ Innova® 44R — Eppendorf™, Hamburgo,
GER) a -80 °C, em criotubos com LB caldo e 20% de glicerol (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). Para a realizacdo do in6culo, as bactérias foram retiradas do
biofreezer e estriadas pela técnica de esgotamento em LB agar, para obtencédo de
colonias isoladas, e entdo foram incubadas em estufa bacteriolégica SL - 101
(Solab®, Piracicaba, SP, BRA), a 37 °C, durante 18 h. Para o pré-inéculo, uma
colénia isolada de bactérias em LB agar é transferida para o LB caldo com al¢ca
bacteriol6gica, para promover o crescimento por dispersdo em agitador (New
Brunswick Scientific™ Innova® 44R — Eppendorf™, Hamburgo, GER) a 150rpm, 37
°C, durante 18 h (Kepa et al., 2018; Nassar; Hazzah; Bakr, 2019).

4.2 Curvas de crescimento das bactérias P.a. e S.a.

Para a realizagdo das curvas de crescimento dessas bactérias, o pré-
in6culo bacteriano foi cultivado overnight em 3 mL de meio de cultura LB caldo. Logo
apos, transferiu-se uma aliquota de 500 pL do pré-inoculo, para um frasco contendo
50 mL de meio LB caldo, atingindo uma propor¢cdo de 1:100. Esse inéculo foi
mantido em agitador a 150rpm, 37 °C, e os sobrenadantes das culturas bacterianas
foram lidos em leitor espectrofotdmetro BioPhotometer 6131 (Hamburgo, GER), até
que a densidade otica (D.O.)soonm de 0,6 desejada fosse atingida. Para observar o
crescimento da cultura de bactérias em funcdo do tempo, foram realizadas diluicbes
seriadas a partir da retirada de aliquotas de 100 pL da cultura a cada 30 minutos e
plagueamento pela técnica de gotejamento em meio LB &gar. As placas foram
incubadas durante 18 h em estufa a 37 °C para que a leitura dos resultados fosse
feita. A média *+ desvio padrédo foram calculados a partir das triplicatas realizadas no

experimento. Foram realizados trés experimentos independentes.

4.3 Células e condic¢des de cultivo

Macréfagos da linhagem murina RAW 264.7 ATCC® TIB-71, foram
obtidos do Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ. Estes macrofagos foram
cultivados em meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute-1640)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), penicilina (100 Ul/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL) (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BRA), 2 mM L-
glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 10mM HEPES (Calbiochem®, San
Diego, CA, EUA), em estufa (Shel Lab — Cornelius, OR, EUA) a 37 °C, 5% COz2, 21%
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Oz e N2 balanceado (Colhone et al., 2004; Degrossoli et al., 2007). Esta linhagem de
células foi isolada de camundongos da linhagem BALB/c machos e imortalizadas por

virus de leucemia Abelson (Raschke et al., 1978).

4.4 Ensaios de invasao das bactérias P.a. ou S.a. em macréfagos murinos RAW
264.7

Os ensaios foram realizados de acordo com os protocolos descritos por
Elsinghorst (1994), e Lima e cols. (2015). Em nosso trabalho, fizemos uma
adaptacdo de ambos os protocolos para as respectivas bactérias e macréfagos
utilizados nos experimentos (Elsinghorst, 1994; Lima et al., 2015).

As bactérias P.a. e S.a. foram cultivadas em meio de cultura LB agar
(inéculo) e LB caldo (pré-in6culo). Os macréfagos RAW 264.7 foram cultivados em
meio RPMI-1640 completo. As culturas celulares foram mantidas overnight em
placas de 24 pogos (contendo 2 x 10° macréfagos/poco) em estufa a 37 °C, 5% de
COg2, 21% O2 e N2 balanceado. O meio foi retirado e descartado, a cultura foi lavada
com PBS trés vezes, para remocao de debris e adicionou-se 0 meio de cultura
RPMI-1640 com 10% de SFB sem antibi6tico, com o intuito de ndo promover a morte
das bactérias, nas seguintes propor¢des de macréfago/bactérias: 1:5, 1:10 ou 1:20,
além do controle positivo contendo macréfagos sem infeccdo. As culturas celulares
foram incubadas com as bactérias P.a. ou S.a. durante 1 h, em estufa a 37 °C, 5%
de CO2, 21% O2 e Nz balanceado; logo apds o sobrenadante foi retirado e os pogos
foram lavados com PBS trés vezes.

Em seguida, adicionou-se aos po¢os meio RPMI-1640 com 10% SFB e
100 pg/mL de gentamicina, para eliminacdo das bactérias extracelulares seguida
pela incubacdo por 1 h em estufa a 37 °C, 5% de CO2, 21% O2 e N2 balanceado.
Apos 1 h o meio de cultura com antibiotico foi retirado e os pocos foram entdo
lavados novamente com PBS trés vezes, para posterior adicdo de Triton X-100
(Promega, Madison, WI, USA) 0,1% durante 5 minutos, sob agitagéo leve, para a lise
dos macréfagos com bactérias internalizadas. Para contagem das Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC/mL) das células lisadas, foram realizadas diluicbes
seriadas entre 10! e 10%, a partir de uma aliquota de 100 pL dos pocos e
homogeneizada em tubo contendo 900 pL de solugcdo salina 0,85%, seguido pelo
plagueamento pela técnica de gotejamento em triplicata, em meio de cultura LB

agar. As placas foram incubadas durante 18 h em estufa a 37 °C para posterior
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leitura dos resultados.

Laminulas estéreis de 13 mm de diametro (Perfecta, Sdo Paulo, SP, BRA)
inseridas nos pogos da placa, foram fixadas com metanol e coradas com Giemsa
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), para visualizacéo da aparéncia morfologica dos
macrofagos com bactérias internalizadas sob microscépio 6ptico. Adicionalmente, foi
realizada a quantificacdo de macréfagos integros e aderentes em 20 campos
representativos e aleatorios, para avaliar se houve diminuicbes expressivas na
quantidade de células que foram submetidas as diferentes proporcfes testadas
(Barbosa et al., 2015). Foram considerados macréfagos integros aqueles com o
nacleo e citoplasma preservados morfologicamente. Foram realizados trés
experimentos independentes.

Todas as observacfes foram feitas em aumento de 1000x do microscopio
optico Zeiss® Primo Star (Oberkochen, GER). As capturas das fotomicrografias
foram feitas em camera Axiocam® ERc5s, software Axiovision Rel. 4.8, Zeiss

acoplada ao microscopio.

4.5 Parasitas

Promastigotas de L. amazonensis cepa M2269 (MHOM/BR/73/M2269)
foram mantidos in vitro em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, 50
pg/mL de gentamicina, 2mM L-glutamina e 10mM HEPES. Os parasitas foram
mantidos em frascos de cultivo celular de 25cm? ou 75 cm?, em estufa a 26 °C. Para
a manutencado in vivo dos parasitas L. amazonensis, foram feitas infeccdes em
camundongos fémeas da linhagem BALB/c de seis semanas de idade, obtidas do
Centro Multidisciplinar para Investigagdo Biologica (CEMIB/UNICAMP), aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo 5904-1/2021,

conforme padronizado no laboratério (Aradjo; Giorgio, 2015).

4.6 Ensaio das bactérias P.a. ou S.a. em sistema transwell e macrofagos
murinos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis

As bactérias foram cultivadas como descrito acima. Os macréfagos RAW
264.7 foram cultivados em placa de 24 pocgos (contendo 2 x 10° macréfagos/poco)
com laminulas estéreis, em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, sem gentamicina,
para ndo promover a morte das bactérias. As culturas celulares foram mantidas

overnight em estufa a 37 °C, 5% de COz2, 21% Oz e N2 balanceado, para ades&o dos
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macrofagos. Logo em seguida, o meio foi retirado e descartado e os pocos da placa
foram lavados com PBS uma vez para remocao dos debris. Posteriormente,
promastigotas de L. amazonensis em meio RPMI-1640 com 10% de SFB, sem
gentamicina, foram inoculadas com as seguintes proporcbes de
macrofago/parasitas: 1:10 e 1:20, além do controle positivo contendo macréfagos
sem infeccéo.

As culturas de macréfagos infectadas com os parasitas foram incubadas
durante 24 h, em estufa a 37 °C, 5% de COz2, 21% Oz e N2 balanceado. Em seguida,
0s pogos da placa foram lavados com PBS uma vez para remocdo dos parasitas
restantes. As bactérias foram adicionadas nos insertos do sistema transwell apos
atingirem a D.O.s00nm 0,6. Foram adicionadas 4 x 108 UFC/mL da bactéria P.a., e 10°
UFC/mL da bactéria S.a., e logo em seguida, os insertos foram colocados nos poc¢os
contendo macréfagos previamente infectados com o parasita. A placa foi incubada
por mais 24 h com as bactérias nos insertos transwell em estufa a 37 °C, 5% de
CO2, 21% O2 e N2 balanceado, para o estabelecimento das interagcées independente
de contato fisico entre macrofagos previamente infectados pelo parasita e bactérias.
Apébs as 24 h de incubagdo com as bactérias, os insertos contendo bactérias foram
descartados, e os sobrenadantes foram coletados e mantidos em freezer a -20 °C
para quantificacdo de NO e citocinas a posteriori. Uma aliquota dos sobrenadantes
do compartimento inferior, contendo macréfagos infectados com L. amazonensis, foi
utilizada para plagueamento em LB &gar, para verificar se houve contaminacao
durante o experimento. Posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 37 °C
durante 18 h. As laminulas nos pocos da placa foram fixadas com metanol, e
coradas com Giemsa para visualizacdo da aparéncia morfologica dos macréfagos
infectados com L. amazonensis, sob microscopio éptico.

Os macrofagos integros e aderentes foram contabilizados em 20 campos
representativos e aleatorios, para afericdo da viabilidade. Paralelamente, foram
feitas as contagens de 200 macrofagos, e destes, a quantidade de infectados com L.
amazonensis, bem como o nimero de amastigotas intracelulares. A porcentagem de
macroéfagos infectados, foi calculada em relagdo ao total contabilizado, 200; e a
guantidade de formas amastigotas por macréfago infectado, foi feita dividindo-se o
total quantificado destas formas intracelulares, pelo total de macrofagos infectados.
O Indice de Infeccdo (IF) € o produto entre a porcentagem de macrofagos
infectados, e o numero de amastigotas/macrofago infectado. Todas as contagens
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foram feitas em aumento de 1000x no microscépio 6ptico. Foram realizados trés
experimentos independentes com o sistema transwell. A Figura 1A e 1B é uma
representacdo esquematica do sistema transwell. A Figura 2 ilustra o desenho

experimental destes ensaios.
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Figura 1. Representagdo esquematica do sistema Transwell (A) evidenciando o compartimento
superior contendo a membrana com microporos de 0,4 um de tamanho, e 0 compartimento inferior; e
fotografia de um inserto transwell contendo meio de cultura (B). Fonte (A): Conteldo reproduzido de
Gallo-Francisco PH & Giorgio S, 2019; Fonte (B): Contetdo reproduzido de Corning®, 2007.
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Figura 2. Representacdo esquematica dos ensaios de macréfagos murinos RAW 264.7 infectados

com L. amazonensis e expostos ou ndo as bactérias P.a. ou S.a em sistema transwell. (A)
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Macréfagos sem infeccdo e sem sistema transwell; (B e C) Macrofagos infectados com L.
amazonensis nas proporgdes 1:10 (B) ou 1:20 (C), sem sistema transwell; (D e E) Macréfagos

infectados com L. amazonensis nas propor¢ées 1:10 (D) ou 1:20 (E), e expostos a bactéria P.a. com
4 x 106 UFC/mL em sistema transwell; (F e G) Macréfagos infectados com L. amazonensis nas

proporcdes 1:10 (F) ou 1:20 (G), e expostos a bactéria S.a. com 108 UFC/mL em sistema transwell.
As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apés, foram
expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. Nota: os macr6fagos RAW
264.7, parasitas L. amazonensis e as bactérias P.a. ou S.a., sdo representaces esquematicas sem

proporc¢édo de tamanho.

4.7 Extracao de vesiculas das bactérias P.a. e S.a.

A extragdo das vesiculas de bactérias, foi realizada de acordo com o
protocolo estabelecido anteriormente (Batista et al.,, 2020). Primeiramente, as
bactérias P.a. e S.a. foram estriadas por esgotamento em uma placa contendo meio
de cultura LB agar, e foram incubadas em estufa a 37 °C por 18 h. O pré-inéculo
bacteriano foi expandido overnight em 3 mL de meio de cultura LB caldo. Logo apés
uma aliquota de 500 pL do pré-in6culo foi transferida para um frasco contendo 500
mL de meio LB caldo, atingindo uma propor¢éo de 1:1000. Esse in6culo foi mantido
em agitador a 150rpm, 37 °C, durante 20 h, para que a fase de crescimento das
bactérias atingisse o final da fase estacionéaria e o inicio da fase de declinio, fases
estas, onde geralmente observa-se uma alta producédo de vesiculas (Furuyama &
Sircili, 2021).

Apés o crescimento de 20 h, o indculo bacteriano foi transferido para
frascos de centrifuga estéreis, com capacidade de 250 mL. As co-culturas foram
centrifugadas a 10.000rpm, durante 45 minutos, 4 °C. Os pellets foram descartados.
O sobrenadante foi recuperado e esterilizado em sistema de filtragdo a vacuo, com
membrana de didlise de 0,45 ym e depois em filtros de 0,22 ym PTFE. Durante a
filtracdo, o restante dos sobrenadantes foram incubados a 4 °C. O sobrenadante foi
concentrado por ultrafiltracdo em filtros Amicon com uma membrana para dialise de
100 kDa (Millipore, Burlington, MA, EUA). Um total de 3 mL das vesiculas
concentradas foi coletado e recuperado em PBS pH 7.4, em tubo Falcon de 15 mL.
As vesiculas foram centrifugadas em velocidade méaxima (15.000 rpm), durante 10
minutos, a 4 °C. Logo apoés este volume foi filtrado novamente, em filtro de 0,22 um.
As vesiculas em suspensado foram ultracentrifugadas a 60.000rpm (=308.448 x @),

durante 1 h 30 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ressuspendido em



43

500 uL de PBS. A esterilidade das vesiculas foi testada através do plagueamento de
uma aliquota em placa com meio LB agar. Logo apdés a verificacdo de esterilidade
ser confirmada, as vesiculas foram armazenadas em biofreezer a -80 °C,

aliquotadas separadamente.

4.8 NTA (Nanoparticle Tracking Analysis) das POMVs e SEVs

As vesiculas foram analisadas quanto ao seu diametro e quantidade, por
NTA - Nanoparticle Tracking Analysis -, ou analisador de particulas por
nanorastreamento, utilizando o NanoSight® NS300 (Malvern Instruments, UK)
equipado com captura de video rapida e software de rastreamento de particulas. As
POMVs e SEVs purificadas foram diluidas separadamente em 1 mL de PBS,
desagregadas usando uma seringa de 1 mL e agulha (29G x %2"), e cada amostra foi
entdo injetada no cubiculo da bomba de seringa do NanoSight® NS300, para as
analises de amostra em fluxo constante. As configuracdes de dispersao e captura de
fluorescéncia (como configuragdes de foco, cAmera e ganho) foram otimizadas para
tornar os rastros de particulas visiveis e, em seguida, as medi¢cdes foram feitas em
condicbes de temperatura controlada a 25 °C, obtidas em triplicata e analisadas
usando o software NanoSight NS300 Ver. 3.2.16 (Malvern Instruments, UK). Os
dados sobre os tamanhos de particulas sdo expressos como as médias calculadas *

desvio padréo da distribuicdo de tamanhos.

4.9 Ensaio de Bradford

A proteina total das vesiculas das POMVs e SEVs foi determinada pelo
método de Bradford, utilizando albumina do soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) como padréo para a realizacdo da curva de calibracdo do ensaio
(Bradford, 1976; Zorgi et al.,, 2020). Em seguida, as aliquotas de vesiculas

ressuspendidas foram mantidas em biofreezer a -80 °C.

4.10 Ensaios de macréfagos murinos RAW 264.7 infectados com L.
amazonensis e expostos as POMVs ou SEVs

Para a realizacdo dos experimentos, os macrofagos RAW 264.7 foram
cultivados em uma placa de 24 pocos (contendo 2 x 10° macréfagos/poco) com
laminulas redondas estéreis, em 1 mL de meio RPMI-1640 completo. As culturas

celulares foram incubadas overnight em estufa a 37 °C, 5% de COz2, 21% Oz e N2
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balanceado, para a adesao dos macrofagos. Logo em seguida, o meio de cultura foi
retirado e descartado e os pocos da placa foram lavados com PBS uma vez para
remogdo de debri celular. Em seguida, as culturas celulares foram incubadas
durante 24 h com L. amazonensis, utilizando a propor¢cdo de macrofago/parasitas
em 1:10, logo depois a placa foi incubada em estufa a 37 °C, 5% de CO2, 21% Oz e
N2 balanceado. Em seguida, os sobrenadantes foram descartados e 0s pocos da
placa foram lavados com PBS uma vez para remocdo dos parasitas restantes,
depois, as vesiculas foram inoculadas nas proporc¢des 1:1, 1:10 ou 1:100 (propor¢éo
entre macroéfago/vesiculas) nos pocos contendo macréfagos infectados pelo
parasita, ou nos pocos contendo macrofagos sem infeccdo (situacao controle). Os
pocos com macrofagos saudaveis, sem infeccdo, ou com macrofagos infectados
pelo parasita, receberam meio de cultura RPMI-1640 completo. A placa foi incubada
com as POMVs ou SEVs por mais 24 h em estufa a 37 °C, 5% de COz2, 21% Oz2e N2
balanceado. O desenho experimental com as situacdes testadas, estdo

esquematizados na Figura 3.



45

A |M@ sem infecgdo
P
,/'//' i\\\
y .
\
) (
1/ :
: J
‘. 5
= y
=R A
11 [
C MO + L. a. D M@ + L.a. E MO + L.a.
+ POMV 1:1 + POMV 1:10 + POMV 1:100
ou SEV 1:1 ou SEV 1:10 ou SEV 1:100

\,/\/
F M@ + POMV 1:1 G M@ + POMV 1:10 H M@ + POMV 1:100
ou SEV 1:1 ou SEV 1:10 ou SEV 1:100
/ R J— N
D 1 ) / DY
i N / \e?
\ . // \ .
K N (@) | € ? i [ € =) O
w |
\ ) N /
/ X \‘. {
\ —_ N
y N
\_,\/\/ \/\,

Figura 3. Representacdo esquematica dos ensaios de macréfagos murinos RAW 264.7 infectados
com L. amazonensis e expostos ou ndo, as POMVs ou SEVs. (A): Macrofagos sem infecgdo; (B):
Macréfagos infectados com L. amazonensis na propor¢ao 1:10, sem exposicao as POMVs ou SEVs;
(C): Macrofagos infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:10 e expostos as POMVs ou SEVs
na proporgdo 1:1; (D): Macrofagos infectados com L. amazonensis na proporcao 1:10 e expostos as
POMVs ou SEVs na proporcao 1:10; (E): Macrofagos infectados com L. amazonensis na proporcao
1:10 e expostos as POMVs ou SEVs na propor¢do 1:100. As co-culturas de macréfagos foram
infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apds, foram expostas as POMVs ou SEVs por
mais 24 h. (F): Macrofagos expostos as POMVs ou SEVs na propor¢ao 1:1; (G): Macréfagos expostos
as POMVs ou SEVs na proporcédo 1:10; (H): Macréfagos expostos as POMVs ou SEVs na propor¢ao
1:100. As culturas de macréfagos foram expostas as POMVs ou SEVs por 24 h. Nota: os macréfagos
RAW 264.7, parasitas L. amazonensis, POMVs e SEVs, sdo representacdes esquematicas, sem

proporcéao de tamanho.

Apoés as 24 h de incubacédo, os sobrenadantes das co-culturas celulares

foram coletados, transferidos para tubos eppendorf e mantidos em freezer a -20 °C
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para quantificacdo de NO e citocinas a posteriori. Uma aliquota desses
sobrenadantes foi utilizada para plagueamento em LB agar, para verificar se houve
contaminacdo dos sobrenadantes das co-culturas. As laminulas nos pocos da placa
foram fixadas com metanol durante 10 minutos, e coradas com Giemsa, para
visualizacdo da aparéncia morfolégica dos macrofagos infectados ou ndo com L.
amazonensis; ou dos macrofagos que receberam vesiculas ou ndo. As analises
foram feitas sob microscépio 6ptico comum.

As contagens para afericdo da quantidade de macréfagos aderentes em
20 campos, porcentagem média de macrofagos infectados, nimero de amastigotas
por macrofago infectado e o indice de Infeccdo (IF) foram feitas como descrito no
item 4.6 da metodologia. Foram realizados pelo menos trés experimentos
independentes em triplicata.

4.11 Microscopia eletrénica de transmissao (MET) das POMVs e SEVs

As vesiculas em suspensao armazenadas em biofreezer a -80 °C foram
retiradas e colocadas em banho de gelo. Um pedaco de papel parafilm foi cortado e
colocado dentro de uma placa de Petri de 100mm. A parte interna do papel parafilm
foi colocada com a face para cima na placa de Petri. As vesiculas ressuspensas em
PBS, foram homogeneizadas em voértex por =10 segundos, depois, foram retirados
20 uL das amostras e pipetadas sob o papel parafiim como uma gota. Com uma
pinca estéril, a grade de cobre (300-mesh) para microscopia eletrénica foi colocada
em cima da gota de amostra contendo vesiculas, durante 5 minutos em temperatura
ambiente. Logo apds o excesso de amostra das grades foi retirado, utilizando papel
filtro. Foram pipetados 100 pL da solugéo de acetato de uranila 2%, e colocados
como uma gota no papel parafiim da placa de Petri. Com uma pinca, a grade foi
colocada sob a gota de acetato de uranila 2%. A amostra foi incubada em
temperatura ambiente na auséncia de luz (devido a fotossensibilidade do acetato de
uranila) durante 4 minutos, para fazer a contrastacdo negativa com as amostras. O
excesso de acetato de uranila foi retirado das grades com o auxilio de papel filtro. As
grades com as amostras ja contrastadas foram colocadas dentro da placa de Petri e
protegidas da incidéncia de luz, por =12 h, antes da visualizacdo das amostras no
MET ser feita.

As vesiculas foram observadas no MET Tecnai G2 Spirit BioTWIN — FEI
Company® (Hillsboro, OR, EUA) operando entre 60 e 80kV, e em aumento de
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68.000x. As observacdes no MET foram feitas em colaboracdo com o Laboratério de

Regeneracao Nervosa do IB da UNICAMP.

4.12 Cytometric Bead Array (CBA)

O Kit Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1l/Th2/Thl7 (BD
Biosciences®, San Jose, CA, EUA), é otimizado para a andlise das citocinas IL-10,
IL-17A, TNF-a, IFN-y, IL-6, IL-4 e IL-2 de camundongo, para amostras de
sobrenadante de cultura celular, soro ou plasma, que podem estar presentes nos
sobrenadantes das culturas celulares (Figura 3). O kit CBA tem como fundamento
microesferas (beads) conjugadas com anticorpos especificos para cada citocina a
ser quantificada, e com intensidades de fluorescéncia (MFI — Median Fluorescence
Intensity) diferentes, e utiliza como reagente de deteccdo uma mistura de anticorpos
conjugados com ficoeritrina (PE), e um anticorpo especifico para cada citocina, que
emite uma intensidade de fluorescéncia proporcional a quantidade de citocinas
ligadas nos anticorpos secundarios de deteccéo.

Os procedimentos seguiram as recomendacbes do fabricante (BD
Biosciences), e foram utilizados 50 pL dos sobrenadantes das co-culturas celulares
para a realizacdo das analises. Logo em seguida, as amostras foram levadas ao
citbmetro de fluxo FACSCanto™Il (BD Biosciences®, San Jose, CA, EUA), para
aquisicao das leituras nos canais APC e APC-Cy™7. Para cada amostra processada
foram adquiridos no minimo 2100 eventos. O calculo dos niveis de citocinas foi
realizado com a utilizacdo do software FCAP Array 1.0.1 (BD Biosciences®, San
Jose, CA, EUA). Os limites minimos de deteccdo para cada citocina foram: 0.1
pg/mL (picogramas/mililitro) (IL-2); 0.03 pg/mL (IL-4); 1.4 pg/mL (IL-6); 0.5 pg/mL
(IFN-y); 0.9 pg/mL (TNF-a); 0.8 pg/mL (IL-17A); 16.8 pg/mL (IL-10) (Zorgi et al.,
2020).

4.13 Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) para quantificagcéo de IL-18

O kit Mouse IL-1B/IL-1F2 DuoSet ELISA (R&D Systems Inc., Minneapolis,
MN, EUA), é otimizado para a quantificagdo de IL-18 de camundongo, para
amostras de sobrenadante de cultura celular, soro ou plasma que podem estar
presentes nos sobrenadantes das culturas celulares (Figura 3). O limite de deteccao
do ensaio foi entre 15,6 e 1000 pg/mL.

Uma microplaca de 96 pocos High Binding, com fundo plano (R&D
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Systems Inc., Minneapolis, MN, EUA) foi incubada overnight em temperatura
ambiente, com um anticorpo policlonal para IL-18 (50 pyL/pogo). Posteriormente, as
placas foram lavadas trés vezes com tampao (0,01 M de fosfato, 0,05 M de NaCl,
0,1% de Tween 20, pH 7,2), em Microplate Washer Biochrom® Asys Atlantis
(Cambridge, UK), e os locais de ligacdo adicionais na superficie da placa foram
bloqueados por incubacdo dos pocos com BSA a 1%, durante 1 h 30 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, os pog¢os da placa foram lavados novamente, os
sobrenadantes das culturas celulares e curva padrédo foram adicionados (50
ML/pogo) em duplicata, e incubados em temperatura ambiente durante 2 h. Apés
lavagem dos pocos trés vezes, o anticorpo policlonal biotinilado anti-IL-13 foi
adicionado (50 uL/po¢o). Foi feita outra incubagéo a temperatura ambiente durante 2
h. Logo depois os pogos foram lavados e foram adicionados 50 upL de
Estreptoavidina-HRP (Horseradish Peroxidase) diluida 1:2000, durante 20 minutos
na auséncia de luz em temperatura ambiente, as placas foram entdo lavadas, e
adicionou-se o mesmo volume de Solugdo de Substrato (H202 + 3,3',5,5'-
Tetramethylbenzidine — TMB), e a placa foi incubada por mais 20 minutos na
auséncia da luz, em temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 50
ML de Solugdo Stop (H2SOs4 — Acido sulfurico), e a placa foi homogeneizada
gentilmente para garantir a mistura. Em seguida, a densidade Optica foi medida em
leitor de microplacas Biochrom® Asys UVM 340 (Cambridge, UK), e o software
Mikrowin® 200 (Cambridge, UK) foi utilizado para obtencdo dos valores de
absorbéancia. A concentracéo de IL-13 nas amostras, foi obtida utilizando os valores
de D.O. da curva padrédo como valores de referéncia, e expressos em pg/mL. Esta
curva foi ajustada utilizando o modelo polinomial quadratico, para fazer a
interpolacdo dos valores de concentragdo desta citocina (Herman, Scherer, Shan,
2008).

4.14 Quantificacdo de NO2 (nitrito)

A concentragcdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas celulares foi
determinada pelo método colorimétrico de Griess (Griess, 1858; Degrossoli et al.,
2011). Uma curva de calibragdo com NaNOz (nitrito de sodio) (Synth, Diadema, SP,
BRA) foi realizada, para obtencdo de valores de referéncia de absorbancia de
acordo com as concentragbes de nitrito pré-estabelecidas. Em uma placa de 96
pocos com fundo plano (Corning® Inc., NY, EUA), foram adicionados 50 pL dos
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sobrenadantes das cculturas celulares, em 50 pL do reagente de Griess (1% de
sulfanilamida com 0,1% de a-naftiletilenodiamina, preparado no momento da reagéo)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Ap6s 15 minutos de incubag¢do em temperatura
ambiente, a absorbancia de cada reacdo da amostra foi determinada em leitor
espectrofotometro Bio-Tek®, Synergy HT (NY, EUA), com comprimento de onda a
540 nm. O software KC4® Ver. 3.4 Rev.16 foi utilizado para obtencéo dos valores de
absorbancia. A concentragéo de nitrito das amostras foi determinada a partir de uma
curva padrdo contendo nitrito de sédio em concentragdes conhecidas.

4.15 Anélise estatistica

Para a andlise dos dados, foram calculadas a média *+ desvio padrédo e
realizada a analise de variancia (ANOVA) entre as situacdes experimentais, no
software GraphPad Prism® Ver. 9.0.2 (San Diego, CA, EUA). A significancia
estatistica foi verificada pelo teste t-Student com correcdo de Welch, quando

aplicavel, e considerada aceitavel quando p< 0,05.

5. Resultados

5.1 Curvas de crescimento de P.a. e S.a.

Inicialmente, avaliamos a curva de crescimento das bactérias P.a. e S.a.,
com o objetivo de verificar o tempo necessario para as bactérias atingirem a
D.0O.s00nm 0,6, correspondente ao inicio da fase logaritmica de crescimento. A Figura
4A ilustra uma placa contendo meio de cultura LB agar com a bactéria P.a., e a
Figura 4B ilustra uma placa contendo a bactéria S.a., ambas evidenciando colénias
isoladas. Na Figura 5A podemos observar a curva de crescimento da bactéria P.a.
(Figura 4A), com a quantidade média de bactérias em UFC/mL, em funcdo do
tempo. A fase lag da curva foi relativamente longa, o que provavelmente reflete o
tempo que a bactéria levou para se adaptar ao meio de cultura e para iniciar a fase
logaritmica. Foram quantificadas 3 x 108 UFC/mL (D.O.s0onm 0,6) no tempo de 240
minutos, sugerindo o inicio da fase logaritmica da bactéria P.a. (Figura 5A).

A Figura 5B ilustra a curva de crescimento da bactéria S.a. Observamos
gue a bactéria permaneceu em sua fase lag durante =90 minutos, e em seguida, a
média de UFC/mL prosseguiu aumentando. Foram quantificadas 5 x 10’ UFC/mL

(D.O.600nm 0,6) no tempo de 120 minutos, sugerindo o inicio da fase logaritmica da



50

bactéria S.a.

Figura 4. Imagens de placas de Petri com bactérias P.a. (A) e S.a. (B) estriadas em meio de cultura

LB agar. Pode-se observar a presenca de colbnias isoladas apés 18 h em estufa.
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Figura 5. Quantidade média de P.a. (A) e S.a. (B), em UFC/mL, em funcdo de intervalos de 30
minutos. Média + desvio padrdao das quantificacGes expressos em UFC/mL. Os dados sao

representativos de pelo menos trés ensaios independentes.

5.2 Ensaios de invasdo de P.a. em macrofagos murinos RAW 264.7

A primeira etapa para a realizacdo destes ensaios de invasdo de
bactérias em macrofagos murinos RAW 264.7, foi estabelecer o cultivo dos
macrofagos no laboratorio. Estas culturas celulares foram observadas
continuadamente quanto a sua confluéncia e morfologia sob microscépio invertido
(Figura 6).
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No trabalho de Elsinghorst (1994), foi descrito um protocolo de invasao de
bactérias utilizando diferentes linhagens celulares, como células provenientes do
figado, rim, colo do utero, célon e ileocecal (Elsinghorst, 1994). No trabalho de Lima
e cols. (2015), foram realizados ensaios de invasdao em macrofagos peritoneais de
camundongos da linhagem BALB/c infectados com a mesma cepa de P.a. que
estamos utilizando neste trabalho (Lima et al., 2015).

Inicialmente testamos as proporcdes 1:5, 1:10 e 1:20 nos ensaios de
invasdo com a bactéria P.a., com o objetivo de selecionar a proporcdo de
macrofago/bactérias nos insertos dos futuros ensaios com o sistema transwell. Na
Figura 7 observa-se a quantificacdo do numero de bactérias intracelulares apos a
lise dos macréfagos. As culturas de macréfagos expostas a proporcdo 1:5 tiveram
uma quantidade significativamente menor (1.888 UFC/mL) de bactérias
intracelulares, quando comparadas com as culturas celulares expostas a proporcao
1:10 (5.888 UFC/mL). Nao houve diferencas significativas entre as proporcdes 1:10
e 1:20, com 5.888 UFC/mL e 6.611 UFC/mL, respectivamente (Figura 7).

Figura 6. Fotomicrografias de culturas de macréfagos da Iinhagém murina RAW 264.7.
Fotomicrografias capturadas em aumento de 10x (A), e de 40x (B) do microscopio invertido (Motic®

AE31E) com camera acoplada (Moticam 10+ (10MP)) (Hong Kong, CHN). Barra de escala= 10 pm.
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Figura 7. Quantidade média de bactérias intracelulares em UFC/mL, obtidas apds lise dos
macréfagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as proporgdes 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria P.a. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A significAncia estatistica foi calculada utilizando o teste t-
Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferencga significativa entre a propor¢éo 1:5 e 1:10 da bactéria P.a.

Em outro ensaio de invasao, testamos as proporcoes 1:20, 1:50 e 1:100
com o objetivo de avaliar se os macrofagos RAW 264.7 sustentariam maiores
guantidades de bactérias, durante 1 h de incubacédo; e se esses macréfagos
modificariam expressivamente a sua estrutura morfoldégica. Observamos que as
culturas de macréfagos expostas a proporcdo 1:50 apresentaram a maior
quantidade de bactérias, com 25.333 UFC/mL, enquanto na propor¢do 1:100, o
namero de bactérias recuperadas da lise, foi 23.777 UFC/mL (Figura 8). A proporcao
1:20 apresentou a menor quantidade de bactérias intracelulares recuperadas do
lisado dos macréfagos, com 18.222 UFC/mL (Figura 8). Os dados revelam que a
proporcao 1:20 da bactéria P.a., foi a proporcéo ideal para se utilizar nos insertos

transwell, e macréfagos previamente infectados com L. amazonensis.
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Figura 8. Quantidade média de bactérias intracelulares, em UFC/mL, obtidas apds lise dos
macrofagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as proporc¢des 1:20, 1:50 ou 1:100 da bactéria P.a. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-
Student ndo-pareado.

5.3 Viabilidade e morfologia dos macréfagos murinos RAW 264.7 infectados
com P.a.

Com o objetivo de avaliar a viabilidade das culturas de macrofagos
realizamos a contagem de macrofagos aderentes em 20 campos das laminulas
(Figura 9) (Barbosa et al., 2015). Essa quantificacdo realizada com o propésito de
investigar se ha diferenca ou ndo, na quantidade de macr6fagos expostos as
proporcdes testadas, quando comparados com o controle positivo (macréfagos sem
infeccdo). Foram considerados macréfagos viaveis aqueles com o nucleo e o
citoplasma estruturalmente preservados. PoOde-se observar que ndo houve
diferencas expressivas e significativas na quantidade de macrofagos, tanto entre o
controle positivo (ndo expostos as bactérias) e as demais propor¢des, quanto entre
as proporcoes testadas. As propor¢cdes 1:5, 1:10 e 1:20, tiveram uma reducdo na
guantidade de macréfagos em 13,56%, 0,64% e 4,62%, respectivamente, em

relacdo ao controle positivo (Figura 9), porém néo exibiram diferencas significativas.
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Figura 9. Quantificacdo dos macréfagos aderentes e viaveis, apds exposicdo durante 1 h as
proporgdes 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria P.a. Contagem de macréfagos RAW 264.7 em 20 campos
representativos, sob microscépio éptico em aumento de 1000x. Os dados sdo mostrados como média
+ desvio padrdo e representam os resultados de trés experimentos independentes. A significancia

estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado.

Também foi avaliada a viabilidade das culturas de macrofagos infectadas
nas proporgdes 1:20, 1:50 e 1:100, observamos que 0 controle positivo apresentou
uma quantidade significativamente maior de macréfagos, quando comparada com as
demais situacBes experimentais (Figura 10). Culturas infectadas nas proporcdes
1:20, 1:50 e 1:100, tiveram uma reducdo significativa na quantidade de macréfagos
em 61,23%, 51,26% e 50,17%, respectivamente, em relacdo ao controle positivo
(Figura 10).
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Figura 10. Quantificagcdo dos macrofagos viaveis, ap6s exposicdo durante 1 h as proporcdes 1:20,
1:50 ou 1:100 da bactéria P.a. Contagem de células RAW 264.7 aderidas em 20 campos
representativos, sob microscépio 6ptico em aumento de 1000x. Os dados sdo mostrados como média
+ desvio padrdo e representam os resultados de trés experimentos independentes. A significAncia
estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferengas significativas

entre a situacdo controle e os tratamentos.

Células infectadas com P.a. foram coradas com Giemsa e observadas em
microscépio Optico, com o objetivo de avaliar a viabilidade dos macréfagos RAW
264.7. Desta forma, foi possivel analisar a aparéncia morfolégica dos macréfagos
infectados e dos macréfagos ndo infectados (controle positivo). Na Figura 11A
(situacé@o controle), é possivel notar que h4 menos vacuolos nos macrofagos nao
infectados, com a integridade celular mais preservada em relacdo aos macrofagos
expostos as propor¢des 1:5 (Figura 11B), 1:10 (Figura 11C) e 1:20 (Figura 11D) da
bactéria P.a. Os prolongamentos citoplasmaticos (pseudodpodes), estdo evidentes
em todas as fotomicrografias dos macréfagos (Figura 11A — Figura 11D). Pode-se
observar a presenca de bactérias no interior dos vacuolos (setas) desses
macréfagos expostos as propor¢des 1:5 (Figura 11B), 1:10 (Figura 11C) e 1:20
(Figura 11D). E evidente a presenca de macréfagos vacuolizados sem bactérias
(Figura 11B, 11C e 11D), sugerindo que possivelmente a invasdo das bactérias
ocorreu, mas foram eliminadas pelos macrofagos. Os dados obtidos com a
contagem de macréfagos em 20 campos (Figura 9), consistem com as observagfes
feitas ao microscopio Optico, com uma quantidade de macrofagos semelhante entre

as situacdes experimentais observadas (controle positivo, e proporcdes 1:5, 1:10 e
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1:20 testadas).
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Figura 11. Fotomicrografias de macréfagos RAW 264.7 infectados com P.a. nas proporgdes 1:5, 1:10
ou 1:20 durante 1 h. Colora¢do com Giemsa. Macréfagos néo infectados como controle positivo (A) e
macréfagos infectados nas proporgcées 1:5 (B), 1:10 (C) e 1:20 (D) com P.a. Macréfagos
representativos de trés experimentos independentes sdo mostrados. As setas indicam bactérias

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 um.

No ensaio de invasdo onde as propor¢gfes 1:20, 1:50 e 1:100 foram
testadas, pbde-se observar a presenca reduzida de bactérias no meio intracelular
(setas) (Figura 12B e 12C), com dano celular mais evidenciado pela rugosidade
desses macréfagos. Na Figura 12D, o dano causado pela proporcao 1:100, é mais
visivel do que nas proporc¢des 1:20 e 1:50, e as bactérias intracelulares nao puderam
ser visualizadas. Apos a Ultima etapa de lavagem dos pogcos com o tampdo, a
maioria das bactérias séo eliminadas juntamente com o PBS (Figura 12D).

A diminuicdo da quantidade macréfagos integros também foi observada
nessas culturas que receberam os in6culos bacterianos (Figura 12B, 12C e 12D),

enquanto no controle positivo, a integridade dos macréfagos esta preservada (Figura
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12A). Quando comparadas com o controle positivo, as proporcdes 1:20, 1:50 e
1:100, tiveram uma reducdo na quantidade de macrofagos em 61,23%, 51,26% e
50,17%, respectivamente (Figura 10).

Os dados obtidos com a contagem de macrofagos em 20 campos (Figura
10), consistem com as observacdes feitas ao microscopio Optico, com uma
quantidade superior de macréfagos na situacdo controle, em comparacdo com as
propor¢des 1:20, 1:50 e 1:100.
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Figura 12. Fotomicrografias de macrofagos RAW 264.7 infectados com P.a. nas proporgdes 1:20,
1:50 ou 1:100 durante 1 h. Coloragdo com Giemsa. Macrofagos nao infectados como controle positivo
(A) e macrofagos infectados nas proporgfes 1:20 (B), 1:50 (C) e 1:100 (D) com P.a. Macréfagos
representativos de trés experimentos independentes sdo mostrados. As setas indicam bactérias

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 um.

Os dados mostram que o protocolo de Elsinghorst (1994) e Lima e cols.
(2015) foi satisfatorio, sendo que a proporcao 1:20 foi a ideal para se utilizar nos

futuros ensaios de interacédo celular independente de contato (sistema transwell), e
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macrofagos previamente infectados com L. amazonensis. Em relagcdo ao tempo em
que essas bactérias permaneceram em contato com 0s macrofagos nesses ensaios
in vitro, testamos periodos entre 1 h e 24 h, para avaliar se ocorrerdo diferencas
expressivas na quantidade de bactérias em UFC/mL, e se a quantidade de

macrofagos ira variar, bem como a aparéncia estrutural.

5.4 Ensaios de invasdo de S.a. em macrdfagos murinos RAW 264.7

As etapas utilizadas nos ensaios com S.a., seguem 0S mMesMos
procedimentos descritos para 0s ensaios de invasao com P.a. O principal objetivo da
realizacdo destes ensaios com essa bactéria, foi padronizar a proporcdo de
macrofago/bactérias ideal, assim como o tempo de cultivo das culturas celulares,
antes de serem testadas no sistema transwell, com macrofagos previamente
infectados com L. amazonensis.

A Figura 13 ilustra a quantidade média de bactérias intracelulares,
recuperadas do lisado dos macrofagos infectados. Apesar de nao haver significancia
estatistica entre as proporcbes testadas nesse primeiro ensaio, a proporcao 1:5
exibiu uma tendéncia de diminuicdo na quantidade média de UFC/mL, com 5,3 x 104
UFC/mL. A proporcédo 1:20 exibiu uma quantidade média de UFC/mL, relativamente
proxima da encontrada na propor¢do 1:5, com 6,5 x 10* UFC/mL; enquanto a
proporgado 1:10 exibiu 7,5 x 104 UFC/mL (Figura 13).
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Figura 13. Quantidade média de bactérias intracelulares, em UFC/mL, obtidas apds lise dos
macrofagos RAW 264.7 expostos durante 1 h as propor¢des 1:5, 1:10 ou 1:20 da bactéria S.a. Os
dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. A significAncia estatistica foi calculada utilizando o teste t-

Student ndo-pareado.

5.5 Viabilidade e morfologia dos macréfagos murinos RAW 264.7 infectados
com S.a.

Os dados referentes a contagem de macrofagos em 20 campos, estdo
mostrados na Figura 14. Foram considerados macréfagos viaveis aqueles com o
nacleo e o citoplasma estruturalmente preservados. Os dados obtidos mostram que
houve um aumento significativo na quantidade dos macréfagos expostos as
propor¢des 1:5, 1:10 e 1:20, com 35,70%, 39,76% e 27,92%, respectivamente mais
macréfagos vidveis, quando comparados com o controle positivo — sem infeccao
(Figura 14).
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Figura 14. Quantificacdo dos macrofagos viaveis, apds exposicéo durante 1 h as proporgdes 1:5, 1:10
ou 1:20 da bactéria S.a. Contagem de macréfagos RAW 264.7 aderidos em 20 campos
representativos, sob microscépio 6ptico em aumento de 1000x. Os dados sdo mostrados como média
+ desvio padrdo e representam os resultados de trés experimentos independentes. A significancia
estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferengas significativas

entre a situacao controle e os tratamentos.

Com o objetivo de avaliar a morfologia dos macréfagos RAW 264.7
infectados com S.a. durante 1 h, as laminulas foram coradas com Giemsa e
observadas em microscépio 6ptico (Figura 15). Foi possivel analisar a aparéncia
morfolégica dos macrofagos infectados e dos macrofagos néo infectados. Na Figura
15A (situacdo controle), é possivel notar que ha menos vacuolos nessas culturas de
macréfagos ndo infectados, com a integridade celular mais preservada em relagéo
aos macrofagos expostos as proporgdes 1:5 (Figura 15B), 1:10 (Figura 15C) e 1:20
de S.a. (Figura 15D).

A andlise morfolégica do controle positivo revelou que a integridade
celular foi preservada em comparagcdo com as outras condicbes experimentais
(Figura 15A), embora o numero de macrofagos contabilizados em 20 campos da
situacdo controle, tenha mostrado uma reducdo neste ensaio (Figura 14). A
presenca de bactérias internalizadas no vacuolo dos macréfagos é evidente (Figura
15B — Figura 15D). Nas culturas celulares que receberam a proporcdo 1:20 da
bactéria S.a., pudemos observar um conteudo citoplasmatico pouco evidente,

conferido pela integridade (Figura 15D), sugerindo que uma alta proliferacdo dessas
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bactérias ocorreu nessas culturas, fazendo com que os macrofagos fossem lisados

ou perdessem a sua integridade estrutural.
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Figura 15. Fotomicrografias de macréfagos RAW 264.7 infectados com S.a. nas proporcdes 1:5, 1:10
ou 1:20 durante 1 h. Coloragdo com Giemsa. Macréfagos néo infectados como controle positivo (A) e
macréfagos infectados nas propor¢bes 1:20 (B), 1:50 (C) e 1:100 (D) com S.a. Macréfagos
representativos de trés experimentos independentes sdo mostrados. As setas indicam bactérias

internalizadas. Fotomicrografias capturadas em aumento de 1000x. Barras de escala= 10 um.

5.6 P.a. ou S.a. em sistema transwell e macrofagos RAW 264.7 infectados com
L. amazonensis

O principal objetivo da realizagdo desses ensaios, foi investigar a
influéncia da presenca (independente de contato fisico) das bactérias P.a. ou S.a.,
em macréfagos murinos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis (Figura 16).
Neste trabalho, mimetizamos in vitro, 0 que deve ocorrer em areas expostas de
lesGes leishmanidticas da forma cutanea, com infecgbes secundarias com bactérias
(Gallo-Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022). Nestes ensaios foram adicionados os
patdgenos de maneira sequencial, ou seja, foram inoculadas promastigotas de L.

amazonensis (Figura 16) antes da adicao das bactérias nos suportes transwell, para
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inicialmente ocorrer a invaséo efetiva dos parasitas nos macrofagos RAW 264.7. O
sistema transwell com bactérias, estabelece uma interacdo independente de contato
fisico, entre macréfagos infectados com L. amazonensis no compartimento inferior, e
bactérias inseridas no compartimento superior do sistema (Figura 2). S&o mostrados

dados referentes a um experimento representativo de trés independentes.
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Figura 16. Fotomicrografias de promastigotas de L. amazonensis corados com Giemsa. O cultivo do
parasito foi estabelecido no laboratério e a manutencdo da cultura foi realizada regularmente.
Fotomicrografias capturadas em aumentos de 400x (A) e 1000x (B). Barras de escala= 20 um (A) e
10 um (B).

Na Figura 17A observa-se a porcentagem média de macréfagos
infectados, em relacdo a quantidade total de macrofagos contabilizados, 200. A
porcentagem de macréfagos infectados, em porcentagem relativa aos controles,
infectados com o parasita nas propor¢coes 1:10 ou 1:20 e sem exposi¢cdo as
bactérias nos insertos transwell, foi calculada considerando estes controles como
100% de infec¢do (Figura 17B). O indice de Infeccéo (IF) foi calculado como descrito
no item 4.6 da metodologia. Diferencas significativamente menores foram
encontradas, entre a porcentagem média de macrofagos infectados (Figura 17A),
porcentagem de infeccdo em porcentagem relativa aos controles (Figura 17B),
guantidade média de amastigotas/macréfago infectado (Figura 18), e IF das co-
culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporc¢ao 1:20 (controle), sem
exposicdo as bactérias nos insertos (65,17% macrofagos infectados e 3,89
amastigotas/macrofago infectado), e co-culturas de macrofagos infectadas com o

parasita na mesma propor¢cdo e expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell
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(76,67% macrofagos infectados e 4,61 amastigotas/macréfago infectado) (Figuras 17
-19).

As co-culturas celulares infectadas com o parasita na propor¢cdo 1:10
(controle) e expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell, exibiram um
aumento meédio de macrofagos infectados em porcentagem relativa, em 38,24% e
34,69%, respectivamente, em relagdo ao seu controle (considerado como 100% de
infeccdo) (Figura 17B). As co-culturas celulares infectadas com o parasita na
proporcao 1:20 (controle) e expostas as mesmas bactérias nos insertos, exibiram um
aumento médio de macréfagos infectados em porcentagem relativa, em 20,94% e
17,73%, respectivamente, em relagdo ao seu controle (considerado como 100% de
infecgao) (Figura 17B).

Foram encontradas diferencas significativamente maiores na quantidade
de amastigotas/macrofago infectado e no IF, entre as co-culturas que receberam os
parasitas L. amazonensis na propor¢cao 1:20 (3,89 amastigotas/macréfago
infectado), e co-culturas de macréfagos infectados com o parasita na propor¢éao 1:10
(2,88 amastigotas/macrofago infectado) (Figuras 18 e 19), fato associado
provavelmente devido a maior quantidade de parasitas inoculados nas primeiras co-
culturas celulares. De maneira semelhante, o nimero de amastigotas/macréfago
infectado e o IF foi significativamente maior nas co-culturas infectadas com o
parasita na proporcdo 1:20 e expostas as bactérias P.a. ou S.a. (com 3,94 e 4,61
amastigotas/macrofago infectado, respectivamente), em relagdo ao numero de
amastigotas/macréfago infectado das co-culturas que receberam parasitas na
proporcdo 1:10 e expostas as mesmas bactérias nos insertos transwell (com 2,39 e
2,72 amastigotas/macréfago infectado, respectivamente) (Figura 18 e 19). As co-
culturas celulares que receberam parasitas na proporcdo 1:20, e expostas as
bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell, exibiram diferengas significativas no IF,
em relacdo as co-culturas de macrofagos infectados com o parasita na proporcéo
1:20, sem exposicdo as bactérias nos insertos (controle) (Figura 19).

A translocacéo bacteriana através dos microporos de 0,4 pm do sistema
transwell ocorreu, o que possibilitou a proliferacdo de ambas as bactérias no meio de
cultura RPMI-1640, sem os antibiéticos penicilina/estreptomicina, utilizados
rotineiramente no cultivo dos macrofagos RAW 264.7. De maneira similar a este
efeito observado, o intuito da realizacdo dos ensaios in vitro foi de auxiliar a

compreender e mimetizar o que ocorre nas lesdes cutaneas de hospedeiros
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infectados por esta espécie do parasita, e apresentam quadros de coinfeccbes
secundarias causadas por bactérias oportunisticas/patogénicas. O fenbmeno das

coinfec¢bes secundarias sera explorado no item 6.0 Discusséo.
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Figura 17. (A) Porcentagem média de macréfagos infectados com L. amazonensis e expostos ou ndo
as bactérias no sistema transwell; (B) Aumento médio na porcentagem de macréfagos infectados em
sistema transwell, em porcentagem relativa ao controle, sem exposi¢do as bactérias. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macrofagos infectados com L. amazonensis na
proporcao 1:10, sem exposi¢ao as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW=
macréfagos infectados com L. amazonensis na propor¢do 1:10 e expostos a bactéria P.a. nos
insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macrofagos infectados com L. amazonensis na propor¢ao 1:10 e
expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20= macrofagos infectados com L.
amazonensis na proporcao 1:20, sem exposi¢do as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; L.a.
1:20 + P.a. TW= macroéfagos infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:20 e expostos a bactéria
P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macro6fagos infectados com L. amazonensis na
proporcao 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell. As co-culturas de macréfagos foram
infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apds, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a.
nos insertos transwell por mais 24 h. A significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-

Student ndo-pareado. **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.



65

—_ E- &k =

0 *E

529 — 2 L.a1:10

D &4 % B La110+P.aTW
& 2 M La1:10 +S.aTW
Egz_ N L.a.1:20

CE 0 L.a1:20+P.aTW
> L.a120+S.aTW

Figura 18. Numero de amastigotas/macréfago infectado com L. amazonensis e expostos ou nao as
bactérias no sistema transwell. Os dados sdo apresentados como média = desvio padrdo e sdo
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macréfagos
infectados com L. amazonensis na propor¢do 1:10, sem exposicdo as bactérias P.a. ou S.a. nos
insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW= macréfagos infectados com L. amazonensis na propor¢ao
1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macréfagos infectados com L.
amazonensis na proporcdo 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20=
macrofagos infectados com L. amazonensis na proporcao 1:20, sem exposi¢do as bactérias P.a. ou

S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + P.a. TW= macréfagos infectados com L. amazonensis na
proporgdo 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macréfagos
infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell.
As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apds, foram
expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. A significancia estatistica foi
calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenca significativa entre as co-
culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporcédo 1:10 e co-culturas infectadas com o

parasita na propor¢do 1:20; **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.
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Figura 19. indice de Infecgo (IF) dos macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos ou ndo
as bactérias no sistema transwell. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e séo
representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. L.a. 1:10= macréfagos
infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:10, sem exposi¢cdo as bactérias P.a. ou S.a. nos
insertos transwell; L.a. 1:10 + P.a. TW= macrofagos infectados com L. amazonensis na proporgao

1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; L.a. 1:10 + S.a.= macrofagos infectados com L.
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amazonensis na proporcdo 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20=
macrofagos infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:20, sem exposi¢cdo as bactérias P.a. ou
S.a. nos insertos transwell; L.a. 1:20 + P.a. TW= macréfagos infectados com L. amazonensis na
proporcdo 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; L.a. 1:20 + S.a. TW= macréfagos
infectados com L. amazonensis na propor¢ao 1:20 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell.
As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apés, foram
expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. A significancia estatistica foi
calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenca significativa entre as co-
culturas celulares infectadas com L. amazonensis na proporcado 1:10 e co-culturas infectadas com o

parasita na propor¢do 1:20; **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

5.7 Viabilidade e morfologia dos macréfagos RAW 264.7 infectados com L.
amazonensis e P.a. ou S.a. em sistema transwell

Foi realizada a quantificacdo de macrofagos aderentes em 20 campos,
com o intuito de avaliar a viabilidade dessas co-culturas (Figura 20). Esta
quantificacdo foi realizada com o propésito de investigar se ha diferenca na
guantidade de macroéfagos infectados com L. amazonensis nas proporcées 1:10 ou
1:20 e expostos as bactérias nos insertos transwell, quando comparados com 0s
respectivos controles, contendo somente macréfagos infectados com o parasita nas
proporcdes 1:10 ou 1:20, sem exposicdo as bactérias nos insertos (Figura 20).
Foram considerados macrofagos viaveis aqueles com o nucleo e o citoplasma
estruturalmente preservados.

Diferencas significativas foram encontradas na quantidade de macrofagos
viaveis, entre a situacdo controle contendo macréfagos saudaveis néo infectados,
nem receberam bactérias nos insertos, com uma quantidade média de 485,67
macrofagos viaveis, e o restante de todas as co-culturas celulares, contendo
infeccdo com L. amazonensis nas propor¢des 1:10 ou 1:20, sem exposi¢cdo as
bactérias nos insertos; e entre co-culturas de macréfagos infectadas com as
mesmas propor¢des do parasita, e expostos as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos
transwell (Figura 20A). Foram observadas diminui¢des significativas na quantidade
de macrofagos em porcentagem relativa, entre o controle contendo macréfagos sem
infeccdo pelo parasita e sem exposicdo as bactérias nos insertos (considerados
como 100% de macréfagos viaveis), e co-culturas infectadas com o parasita nas
proporcdes 1:10 e 1:20, ambas sem exposi¢cdo as bactérias nos insertos transwell,

com 48,04% e 62,18% menos macréfagos, respectivamente (Figura 20B). Foi
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observada uma diminuicdo significativa, na quantidade de macréfagos em
porcentagem relativa (Figura 20B), entre as co-culturas celulares infectadas com o
parasita na proporgédo 1:10, e co-culturas infectadas com o parasita na proporgao
1:20, ambas sem bactérias nos insertos (Figura 20B).

Foram encontradas diferencas significativamente maiores na quantidade
de macrofagos viaveis, entre co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis
na propor¢do 1:10, sem exposicdo as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos (com
252,67 macrofagos viaveis) (Figura 20A), e co-culturas de macrofagos infectadas
com o parasita na mesma propor¢cao e expostas a bactéria P.a. nos insertos (com
126,33 macrofagos viaveis); e entre as co-culturas de macréfagos infectadas com o
parasita na mesma proporcdo e expostas a bactéria S.a. nos insertos (com 191,33
macrofagos viaveis) (Figura 20A). Diferencas significativas na quantidade de
macrofagos viaveis foram encontradas, entre as co-culturas de macréfagos
infectadas com L. amazonensis na proporcao 1:10 e expostas a bactéria P.a., e co-
culturas de macrofagos infectadas utilizando a mesma propor¢cdo de parasitas e
expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell (Figura 20A). Os dados sugerem, que
a quantidade de macrofagos viaveis obtidas das co-culturas celulares infectadas
pelo parasita na propor¢cdo 1:10 e expostas as bactérias P.a. ou S.a., representam
uma diminuicdo de 49,33% e 23,65%, respectivamente, em relacdo ao seu controle,
contendo macréfagos infectados com o parasita na propor¢édo 1:10, sem exposi¢ao
das bactérias nos insertos (considerados como 100% de macréfagos viaveis) (Figura
200).

Observamos quantificacbes de macrofagos viaveis que diferiram
significativamente entre as co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis na
proporcdo 1:20, sem exposi¢cdo as bactérias nos insertos (com 183,67 macréfagos
viaveis), e co-culturas de macréfagos infectadas com o parasita na mesma
proporcdo e expostas a bactéria P.a. (125,33 macréfagos viaveis) (Figura 20A).
Diferencas significativas foram encontradas entre co-culturas de macrofagos
infectadas com L. amazonensis na proporcdo 1:20 e expostas a bactéria P.a., e co-
culturas de macrofagos infectadas utilizando a mesma proporcédo de parasitas e
expostas a bactéria S.a. nos insertos transwell (158,33 macrofagos viaveis) (Figura
20A). Os dados sugerem, que a quantidade de macrofagos viaveis obtidas das co-
culturas celulares infectadas pelo parasita na propor¢édo 1:20 e expostas as

bactérias P.a. ou S.a., representam uma diminuicdo de 31,72% e 13,5%,
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respectivamente, em relacdo ao seu controle, contendo macrofagos infectados com
0 parasita na proporcdo 1:20, sem exposicdo das bactérias nos insertos
(considerados como 100% de macroéfagos viaveis) (Figura 20C).

Os dados sugerem que macréfagos infectados com L. amazonensis nas
proporcdes 1:10 ou 1:20 e expostos a bactéria P.a. (Figuras 21C e 21F), exibiram
uma viabilidade menor quando comparada com as co-culturas celulares infectadas
pelo parasita nhas mesmas propor¢cdes e expostas a bactéria S.a. nos insertos
(Figuras 21D e 21G), indicando para um possivel efeito na acdo que as bactérias
Gram-negativas P.a. tiveram sob os macréfagos previamente infectados pelo
parasita, provavelmente em decorréncia de fatores de viruléncia desta bactéria que
contribuem para uma alta toxicidade na matriz extracelular, ativacdo de vias
apoptoticas e consequentemente culminando na diminuicdo da viabilidade (Figuras
20A, 20C e 21).
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Figura 20. Contagem de macréfagos viaveis em 20 campos, das culturas celulares saudaveis;
infectadas com L. amazonensis sem exposicao as bactérias no sistema transwell; ou infectadas com
L. amazonensis e expostas as bactérias P.a. ou S.a. no sistema transwell. (A): Quantidade de
macrofagos viaveis em 20 campos; (B): Quantidade de macrofagos viaveis em 20 campos, calculados
em porcentagem relativa ao controle, contendo macréfagos saudaveis, ndo infectados com L.
amazonensis, nem expostos as bactérias nos insertos transwell; (C): Quantidade de macréfagos
viaveis em 20 campos, calculados em porcentagem relativa ao controle, contendo macréfagos
infectados com o parasita e expostos as bactérias nos insertos transwell. As contagens foram feitas
em 20 campos representativos e aleatdrios, sob microscopio éptico em aumento de 1000x. Os dados
sdo mostrados como média + desvio padrdo e representam os resultados de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. (A e B): M@ saudavel= macréfagos ndo infectados com L.
amazonensis, e sem bactérias nos insertos transwell; (A, B e C): L.a. 1:10= macrofagos infectados
com L. amazonensis na proporgdo 1:10, sem exposicdo as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos
transwell; (A e C): L.a. 1:10 + P.a. TW= macrdfagos infectados com L. amazonensis na proporgdo
1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; (A e C): L.a. 1:10 + S.a.= macréfagos

infectados com L. amazonensis na proporcdo 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell;
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(A, B e C): L.a. 1:20= macro6fagos infectados com L. amazonensis na proporcdo 1:20, sem exposi¢ao
as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; (A e C): L.a. 1:20 + P.a. TW= macréfagos infectados
com L. amazonensis na proporcao 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; (A e C):
L.a. 1:20 + S.a. TW= macrofagos infectados com L. amazonensis na proporgcdo 1:20 e expostos a
bactéria S.a. nos insertos transwell. As co-culturas de macrofagos foram infectadas com L.
amazonensis durante 24 h, e logo apds, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos
transwell por mais 24 h. A significAncia estatistica foi calculada utilizando o teste t- Student néo-
pareado. *p< 0,05= diferenca significativa entre a situacéo controle contendo macréfagos saudaveis e

os tratamentos; **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

Os macréfagos em campos representativos foram fotografados para
evidenciacdo de sua estrutura morfolégica e das formas amastigotas intracelulares
(Figura 21). Na Figura 21A pode-se observar a aparéncia morfologica da situacao
controle, contendo macréfagos néo infectados pelo parasita, nem expostos as
bactérias nos insertos, com o ndcleo e citoplasma bem conservados. A quantidade
dos macréfagos viaveis nessas culturas celulares foi significativamente maior,
quando comparada com o restante das co-culturas (Figura 20A).

As co-culturas infectadas com o parasita na propor¢cdo 1:10, sem
exposicdo as bactérias nos insertos transwell os macréfagos exibiram uma
morfologia comprometida e formas amastigotas intracelulares (Figura 21B), quando
comparada com a morfologia das culturas celulares da situacdo controle (Figura
21A). As Figuras 21C e 21D, ilustram as co-culturas de macréfagos infectadas com
L. amazonensis na propor¢cdo 1:10, e posteriormente expostas as bactérias P.a. ou
S.a., respectivamente, nos insertos transwell. As co-culturas celulares da Figura 21D
exibiram uma estrutura morfoldégica mais preservada em relacdo as co-culturas de
macréfagos da Figura 21C, onde nessas ultimas, foi observada uma diminuicdo
significativa na quantidade de macréfagos, em relagdo ao seu controle infectado
com o parasita na propor¢ao 1:10 (Figuras 20A e 20C).

Na Figura 21E, pb6de-se constatar que a aparéncia morfologica das co-
culturas de macroéfagos infectadas com o parasita na proporgéo 1:20, sem exposi¢ao
as bactérias nos insertos transwell, evidenciou formas amastigotas, com muitas
células com o nucleo e citoplasma danificados, possivelmente devido a uma maior
guantidade de parasitas inoculados nessas co-culturas celulares. As Figuras 21F e
21G ilustram as co-culturas de macrofagos infectadas com L. amazonensis na

proporcdo 1:20, e expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell,
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respectivamente. Pode-se observar uma maior quantidade da bactéria P.a. nas co-
culturas celulares (Figuras 21C e 21F), quando comparado com a quantidade de
bactérias S.a. (Figuras 21D, 21G e 22), onde constatamos que nestas Ultimas, a
quantidade de macréfagos viaveis foi significativamente maior, quando comparado
com a quantidade de macrofagos viaveis das co-culturas celulares expostas a
bactéria P.a. nos insertos (Figuras 20A e 20C). Essa diminuicdo na quantidade de
macréfagos viaveis nas ultimas co-culturas, deve-se possivelmente ao fato da maior
quantidade de bactérias que translocaram para o compartimento inferior, contendo
macrofagos previamente comprometidos pela infeccdo com o parasita, e
provavelmente devido as bactérias P.a. conhecidamente exibirem uma maior
producao de biofilme, um importante fator de viruléncia.

Houve a migracdo dessas bactérias dos insertos transwell com
microporos de 0,4 um de tamanho, para os compartimentos inferiores do
sistema, correspondente as co-culturas de macréfagos infectadas com L.
amazonensis e posteriormente expostas as bactérias P.a. (Figuras 21C e 21F)
ou S.a. (Figuras 21D e 21G), o que pode ter alterado a dindmica da infeccéo
destas co-culturas celulares, ou seja, o controle ou a suscetibilidade a infeccao.
Os dados sugerem e indicam para um aumento na porcentagem de macréfagos
infectados (Figura 17), e um aumento no numero de amastigotas/macréfago
infectado e no IF, especialmente nas co-culturas celulares infectadas com o
parasita na propor¢ao 1:20 e expostas a bactéria S.a. nos insertos (Figuras 18 e
19). A translocacéo bacteriana atravées dos insertos transwell, foi evidenciada a
partir de uma aliquota dos sobrenadantes das co-culturas celulares contendo
macrofagos infectados com L. amazonensis nas propor¢gdes 1:10 ou 1:20, e
expostos as bactérias P.a. ou S.a., estes sobrenadantes foram distribuidos pela
técnica de gotejamento em meio de cultura LB agar, seguido pela incubacdo em
estufa a 37 °C durante 18 h, para posterior confirmacdo da presenca de
contaminacao do experimento e/ou proveniente do sistema transwell (Figura 22).

Apos a evidenciacdo das bactérias P.a. e S.a. pela turbidez do meio de
cultura, e pelo crescimento de coldénias em meio de cultura LB agar, foram feitas as
quantificagbes de UFC/mL. Uma média de 5,66 x 10* UFC/mL (Figura 22A) foi
guantificada dos sobrenadantes das co-culturas celulares infectadas com L.
amazonensis nas proporc¢des 1:10 ou 1:20 e posteriormente expostas a bactéria P.a.
nos insertos (Figuras 21C e 21F); e uma média de 3,66 x 10* UFC/mL foi
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guantificada dos sobrenadantes das co-culturas celulares infectadas com o parasita
nas proporcdes 1:10 ou 1:20 e expostas a bactéria S.a. nos insertos (Figuras 21D e
21G). As possiveis causas dessa translocacdo bacteriana pelos microporos dos
insertos transwell ter ocorrido serd explorada no item 6.0 Discussdo. Essas
translocacbes das bactérias através dos microporos do sistema transwell, nos
impossibilitou de continuar as andlises da presenca independente de contato fisico,
das bactérias P.a. ou S.a., em co-culturas de macréfagos previamente infectados

com L. amazonensis.
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Figura 21. Fotomicfografias de macréfagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou
ndo as bactérias no sistema transwell. Coloracéo com Giemsa. (A): M@ saudavel= macréfagos néo
infectados com L. amazonensis, nem receberam bactérias nos insertos transwell; (B): L.a. 1:10=
macrofagos infectados com L. amazonensis na proporgdo 1:10, sem exposi¢do as bactérias P.a. ou
S.a. nos insertos transwell; (C): L.a. 1:10 + P.a. TW= macréfagos infectados com L. amazonensis na
proporgdo 1:10 e expostos a bactéria P.a. nos insertos transwell; (D): L.a. 1:10 + S.a.= macrdfagos
infectados com L. amazonensis na propor¢ao 1:10 e expostos a bactéria S.a. nos insertos transwell;

(E): L.a. 1:20= macroéfagos infectados com L. amazonensis na propor¢do 1:20, sem exposi¢cdo as
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bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell; (F): L.a. 1:20 + P.a. TW= macro6fagos infectados com L.
amazonensis na propor¢cdo 1:20 e expostos a bactéria P.a., nos insertos transwell; (G): L.a. 1:20 +
S.a. TW= macréfagos infectados com L. amazonensis na propor¢édo 1:20 e expostos a bactéria S.a.
nos insertos transwell. As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante
24 h, e logo apo6s, foram expostas as bactérias P.a. ou S.a. nos insertos transwell por mais 24 h. As
setas pretas indicam parasitos internalizados nos macrofagos RAW 264.7, e as setas vermelhas
evidenciam as bactérias P.a. ou S.a. que translocaram através da membrana de 0,4 um do sistema

transwell. Fotomicrografias capturadas em campos representativos e aleatérios, em aumento de

1000x, de trés experimentos independentes realizados em triplicata. Barras de escala= 10 um.

Figura 22. Colénias de bactérias em meio de cultura LB agar, evidenciando as contaminacdes das co-
culturas de macrofagos infectados com L. amazonensis durante 24 h, e expostos as bactérias P.a. (A)
ou S.a. (B) no sistema transwell. Apds a inser¢@o das bactérias no sistema transwell, as co-culturas
contendo macréfagos RAW 264.7 previamente infectados com L. amazonensis foram incubadas para
o0 estabelecimento de interagéo independente de contato fisico por mais 24 h, logo apés, constatou-se
translocacdo bacteriana do compartimento superior para o inferior do sistema transwell, e os
plagueamentos dos sobrenadantes das co-culturas contendo P.a. ou S.a. nos insertos, foram

realizados pela técnica de gotejamento.

5.8 Extracéo e isolamento de POMVs e SEVs

Durante a realizacdo dos experimentos utilizando os suportes transwell,
as bactérias P.a. ou S.a. foram inseridas nos insertos transwell e incubadas durante
24 h, juntamente com os macrofagos previamente infectados com L. amazonensis
nas proporgdes 1:10 ou 1:20. Logo apds a incubacgdo, as bactérias dos suportes

transwell translocaram através da membrana (poliestireno — PES) com microporos
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de 0,4 ym de tamanho. A priori, esta translocacéo foi observada através da turbidez
gue os sobrenadantes das co-culturas celulares apresentaram depois da incubacao
das bactérias nos insertos transwell, sendo posteriormente evidenciadas pelas
fotomicrografias capturadas (Figura 21), e pelo plagueamento dos sobrenadantes
em meio de cultura LB agar (Figura 22).

Considerando esta migracdo das bactérias através dos microporos dos
insertos transwell, para os compartimentos inferiores, a alternativa para mimetizar a
presenca das bactérias nas co-culturas de macrofagos murinos RAW 264.7
previamente infectados com L. amazonensis, foi a utilizacdo das vesiculas de
membrana externa (Outer Membrane Vesicles — OMVs) da bactéria P.a. (POMVSs), e
as vesiculas extracelulares (Extracellular Vesicles — EVs) da bactéria S.a. (SEVS).
As POMVs e SEVs foram isoladas e analisadas por NTA (Nanoparticle Tracking
Analysis: analise de rastreamento de nanoparticulas), para caracterizacdo das
mesmas quanto ao seu diametro e concentracdo em suspensdo. Os dados obtidos

para POMVs e SEVs sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23. Caracterizacdo das POMVs (A e B) e SEVs (C e D) por NTA. A andlise de rastreamento de

nanoparticulas (nanoparticle tracking analysis — NTA) detecta nanoparticulas em solucao,

combinando microscopia de espalhamento de luz a laser com uma camera de dispositivo de carga
acoplada para visualizagdo das particulas, desta forma, foi possivel caracterizar as vesiculas quanto

ao diametro (em nandmetros) e quantidade de particulas/mL.

As analises de NTA das POMVs revelaram que o diametro meédio foi de
124,1 nm e uma quantidade média de 3,88 x 10! particulas/mL (Figura 23A, Figura
23B e Figura 24A); e as SEVs revelaram um didmetro médio de 180,6 nm e uma
quantidade média de 4,15 x 10!! particulas/mL (Figura 23C, Figura 23D e Figura
24B). Apos o isolamento das POMVs e SEVs, a concentragdo de proteinas totais foi
determinada pelo método de Bradford (Figura 25), utilizando albumina do soro
bovino (BSA) como proteina padrdo para calibragem do ensaio. A concentracao
média de proteinas totais das SEVs foi de 30,86 pg/mL, e das POMVs foi de 0,53
png/mL (Figura 25).



77

Figura 24. Captura das POMVs (A) e SEVs (B) observadas sob microscopia de espalhamento de luz

a laser acoplado ao NTA. As setas vermelhas indicam a presenca das vesiculas de ambas as
bactérias em suspensao liquida, visualizadas em movimento browniano durante as determinacdes de

didmetro e quantidade das nanoparticulas. Barras de escala= 100 nm.
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Figura 25. Quantificacdo de proteina total das POMVs e SEVs por Bradford. O padrdo de proteina
utilizado foi BSA, para a realizagdo da curva de calibracdo do ensaio. Os dados sédo apresentados
como média + desvio padrdo e sao representativos de trés ensaios independentes realizados em
triplicata. A significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student nado-pareado. ****p<
0,0001.

5.9 Microscopia eletronica de transmissao (MET) de POMVs e SEVs

As POMVs e as SEVs foram observadas por MET, com o objetivo de
evidenciar a sua estrutura morfologica, bem como comprovar o seu diametro, em
nandémetros, como ja haviamos observado pelas analises por NTA (Figuras 23 e 24),

onde foi possivel conferir que as amostras mantiveram sua integridade estrutural
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durante o processo de extracdo (Figura 24). Nas Figuras 26A e 26B é possivel
observar as POMVs e SEVs, respectivamente, em aumento de 68.000x. A
contrastacéo negativa da amostra foi feita acetato de uranila a 2%.

A partir das fotomicrografias das POMVs e SEVs, pode-se observar que
algumas vesiculas exibiram uma contrastacdo mais intensa, possivelmente
indicando para uma maior concentracdo dos componentes destas bactérias,
incluindo DNA e RNA como importantes fatores de viruléncia, mas também LPS
presente na parede de bactérias Gram-negativas como P.a., e acidos teicodicos,
hemolisinas e modulinas presentes em bactérias Gram-positivas como S.a. Apos as
confirmacgfes quanto ao didmetro das vesiculas, através de andlises em NTA e em
MET, as POMVs e as SEVs foram inoculadas nas proporc¢des 1:1, 1:10 ou 1:100,

nos macréfagos previamente infectados com L. amazonensis na propor¢ao 1:10.
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Figura 26. MET das POMVs (A) e SEVs (B). As setas vermelhas indicam vesiculas contrastadas
negativamente com acetato de uranila a 2%, e visualizadas em aumento de 68.000X do MET Tecnai
G2 Spirit BioTWIN. Barras de escala= 100 nm.

5.10 Macrofagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as
POMVs ou SEVs

O principal objetivo desses ensaios, foi investigar a influéncia da
exposicado das POMVs ou SEVs, em macr6fagos RAW 264.7 previamente infectados
com L. amazonensis. No modelo in vitro que estamos utilizando, a infec¢cdo dos
macréfagos com L. amazonensis foi estabelecida apos 24 h de incubagéo, seguida
pela exposicdo as POMVs ou SEVs, para analises da infeccdo e investigacbes
acerca da modulacdo da resposta celular, ou seja, producdo de mediadores

inflamatérios, como NO ou citocinas. Os macrofagos infectados com L.
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amazonensis, entram em contato somente com fatores de viruléncia isolados das
bactérias, sem que haja o contato direto das bactérias com os macréfagos e
consequentemente, a destruicdo da monocamada de células como havia sido
observado anteriormente.

Na Figura 27A observa-se a porcentagem média de macréfagos
infectados, em relacdo a quantidade total de macréfagos contabilizados, 200. Foram
observadas diferencas significativamente maiores entre a porcentagem média de
macrofagos infectados da situacéo controle, contendo parasitas L. amazonensis sem
exposicao as POMVs ou SEVs (50% macrofagos infectados), e o restante de todas
as co-culturas de macréfagos infectadas com o parasita e posteriormente expostas
as POMVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100 (30,67%, 43,17%, 33,33% macrofagos
infectados, respectivamente); ou SEVs nas propor¢fes 1:1, 1:10 ou 1:100 (41,33%,
41,5% e 9,67% macréfagos infectados, respectivamente) (Figura 27A). Foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos (Figura 27A).

Concluimos que houve uma diminuicdo significativa na porcentagem de
macrofagos infectados em todos os tratamentos testados. Essa diminuicdo pode ser
interpretada como porcentagem relativa média, quando se assume como 100% de
macréfagos infectados as co-culturas celulares que receberam parasitas, sem
exposicdo as POMVs ou SEVs (Figura 27B). Foram encontradas diferencas
significativas na porcentagem de macrofagos infectados, em porcentagem relativa,
entre a situacdo controle, e o restante de todas as co-culturas celulares infectadas
com o parasita e posteriormente expostas as POMVs ou SEVs nas proporgoes 1:1,
1:10 ou 1:100; e entre os tratamentos (Figura 27B).
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Figura 27. (A): Porcentagem média de macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos ou ndo
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as POMVs ou SEVs; (B) Porcentagem média de macrofagos infectados, em porcentagem relativa ao
controle. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macréfagos infectados com L.
amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + POMVs 1:10; ou L.a. +
POMVs 1:100= macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs nas proporgdes
1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou L.a. + SEVs 1:100=
macréfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100,
respectivamente. As co-culturas de macrofagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e
logo apds, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significancia estatistica foi calculada
utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga significativa entre a situagédo controle,
contendo macréfagos infectados pelo parasita sem exposigdo as POMVs ou SEVs e os tratamentos;

**p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

Apés a quantificacdo das formas amastigotas intracelulares, foi possivel
observar diferengas significativamente maiores entre as co-culturas do controle,
contendo macréfagos infectados com L. amazonensis (1,70 amastigotas/macréfago
infectado), sem exposicdo as POMVs ou SEVs, e as seguintes situacdes
experimentais: co-culturas de macréfagos infectadas com o parasita e expostas as
POMVs nas propor¢cbes 1:10 e 1:100 (1,47 e 1,38 amastigotas/macréfago,
respectivamente); e co-culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as
SEVs na proporcédo 1:10 (1,54 amastigotas/macrofago infectado) (Figura 28). Foram
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encontradas diferencas significativamente maiores entre as co-culturas de
macrofagos infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporcédo 1:1 (1,63
amastigotas/macréfago), e as seguintes situacdes experimentais: co-culturas
celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs nas proporc¢des 1:10 e

1:100 (1,47 e 1,38 amastigotas/macroéfago, respectivamente) (Figura 28).
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Figura 28. Numero de amastigotas/macréfago infectado com L. amazonensis e expostos ou ndo as
POMVs ou SEVs. Os dados séo apresentados como média + desvio padrdo e sdo representativos de
trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. L.a.= macrdfagos infectados com L.
amazonensis, sem exposi¢cdo as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. + POMVs 1:10; ou L.a. +
POMVs 1:100= macro6fagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs nas proporc¢des
1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou L.a. + SEVs 1:100=
macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100,
respectivamente. As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e
logo apds, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significAncia estatistica foi calculada
utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga significativa entre a situagdo controle,
contendo macrofagos infectados pelo parasita sem exposicdo as POMVs ou SEVs e os tratamentos;

**p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

Com relacdo ao IF (indice de Infeccdo) (Figura 29), produto entre a
porcentagem de macrofagos infectados (Figura 27) e o0 numero de
amastigotas/macréfago infectado (Figura 28), foram encontradas diferencas
significativamente maiores entre as co-culturas do controle, contendo macréfagos
infectados com o parasita, sem exposicdo as POMVs ou SEVs, e o0 restante das
situagdes experimentais, com exceg¢do das co-culturas de macrofagos infectadas
com o parasita e expostas as SEVs na proporcédo 1:1 (Figura 29). Os dados sugerem
uma tendéncia de diminuicdo na carga parasitaria das co-culturas infectadas pelo
parasita e expostas as POMVs ou SEVs, quando comparadas com o controle

(Figura 28). Em compensacao, a esta tendéncia de diminuicdo da carga parasitaria,
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nao se pode excluir o fato de a quantidade de macréfagos viaveis diminuir nas co-

culturas celulares que receberam POMVS ou SEVs. Dados discutidos no tépico 5.2.
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Figura 29. IF (indice de Infecc&o) das co-culturas de macrofagos infectados com L. amazonensis e
expostos ou ndo as POMVs ou SEVs. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrédo e
sdo representativos de trés experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macr6fagos
infectados com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. +
POMVs 1:10; ou L.a. + POMVs 1:100= macroéfagos infectados com L. amazonensis e expostos as
POMVs nas proporc¢des 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou
L.a. + SEVs 1:100= macro6fagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas propor¢des
1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente. As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L.
amazonensis durante 24 h, e logo apés, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A
significAncia estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenca
significativa entre a situagdo controle, contendo macrdfagos infectados pelo parasita sem exposi¢éo

as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferengas significativas entre os tratamentos.

5.11 Viabilidade e morfologia dos macr6fagos RAW 264.7 infectados com L.
amazonensis e expostos as POMVs ou SEVs

Foi realizada a quantificagdo de macrofagos aderentes em 20 campos,
com o intuito de avaliar a viabilidade das co-culturas (Figura 30 - Figura 34). Esta
quantificacdo foi realizada com o proposito de investigar se ha diferencas na
guantidade de macrofagos viaveis, expostos as diferentes situacdes experimentais
(Figura 3), quando comparados com 0s respectivos controles, contendo macrofagos
saudaveis, sem infeccdo com L. amazonensis e sem exposi¢cdo as POMVs ou SEVs
(Figura 30), ou macrofagos infectados pelo parasita, sem exposicdo as POMVs ou
SEVs (Figura 32). Foram considerados macrofagos viaveis aqueles com o nucleo e
o0 citoplasma estruturalmente preservados.

Diferencas significativas foram encontradas entre a quantidade média de
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macrofagos viaveis do controle saudavel, contendo macréfagos sem infeccdo com

L. amazonensis e sem exposicdo as POMVs ou SEVs, com uma média de 531
macréfagos viaveis, e as seguintes situa¢des experimentais: culturas de macréfagos
expostas as POMVs nas propor¢des 1:1 ou 1:100, com quantidades médias de 458
e 616 macrofagos viaveis, respectivamente (Figura 30A). Foram encontradas
diferengas significativas entre a quantidade média de macrofagos viaveis das
culturas celulares expostas as POMVs na propor¢cédo 1:1, e culturas de macrofagos
expostas as POMVs nas proporcfes 1:10 ou 1:100 (com 570,67 e 616 macrofagos
viaveis em meédia, respectivamente) (Figura 30A). Também foram encontradas
diferengas significativas entre a quantidade de macréfagos viadveis das culturas
celulares expostas as POMVs na proporcao 1:10, e culturas celulares expostas as
POMVs na proporcédo 1:100 (Figura 30A).

A quantidade de macréfagos viaveis diferiu significativamente entre as
culturas celulares expostas as POMVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100, e culturas
de macréfagos expostas as SEVs nas mesmas proporcdes (Figura 30A). A
guantidade de macréfagos viaveis, indica para um grau de representatividade, em
porcentagem relativa ao controle saudavel, contendo culturas de macrofagos sem
infecgdo pelo parasita e sem exposi¢cdo as POMVs ou SEVs, considerado como
100% de viabilidade (Figura 30B), comparados com culturas de macréfagos
expostas as POMVs ou SEVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100. Foram observadas
diferencas significativas na quantidade de macréfagos vidveis em porcentagem
relativa, entre o controle saudavel e as seguintes situacées experimentais: culturas
de macréfagos expostas as POMVs nas propor¢cdes 1:1, 1:10 ou 1:100 (com
86,31%, 107,54% e 116,16%, respectivamente, de macrofagos viaveis em relacéo
ao controle saudavel) (Figura 30B). Foram encontradas diferencas significativas na
guantidade de macréfagos viaveis em porcentagem relativa, entre o controle
saudavel, e culturas celulares expostas as SEVs na proporcao 1:100 (com 103,71%
de macroéfagos viaveis em relagéo ao controle saudavel) (Figura 30B).

Foram encontradas diferencas significativas na quantidade de macréfagos
viaveis em porcentagem relativa, entre culturas de macrofagos expostas as POMVs
na proporcdo 1:1 e as seguintes situacbes experimentais: culturas celulares
expostas as POMVs nas propor¢bes 1:10 ou 1:100 (107,54% e 116,16%,
respectivamente, de macrofagos viaveis em relacdo ao controle saudavel) (Figura

30B). Também foram encontradas diferencas significativas na quantidade de
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macrofagos viaveis em porcentagem relativa, entre culturas celulares expostas as
POMVs na proporcdo 1:10 (com 107,54% de macrofagos viaveis em relacdo ao
controle saudavel) e culturas de macréfagos expostas as SEVs na proporgédo 1:10
(94,58% de macrofagos vidveis em relagdo ao controle saudavel) (Figura 30B).
Foram encontradas diferencas significativas na quantidade de macrofagos viaveis,
entre as culturas celulares expostas as SEVs na proporcdo 1:10 (94,58% de
macréfagos vidveis em relagdo ao controle saudavel) e as culturas de macréfagos
expostas as SEVs na proporcao 1:100 (103,71% de macrofagos viaveis em relacdo

ao controle saudavel) (Figura 30B).
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Figura 30. Contagem de macréfagos viadveis em 20 campos, das culturas de macréfagos sem e com
exposicdo as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de macréfagos viaveis; (B): Quantidade de
macrofagos viaveis, calculados em porcentagem relativa ao controle, contendo macrofagos
saudaveis, ndo infectados com L. amazonensis nem expostos as POMVs ou SEVs. Os dados sao
mostrados como média + desvio padrdo e representam os resultados de trés experimentos
independentes realizados em triplicata. M@'s saudaveis= macréfagos nao infectados com L.
amazonensis, nem expostos as POMVs ou SEVs, como controle do restante das situacdes
experimentais; M@ + POMVs 1:1; M@ + POMVs 1:10; ou M@ + POMVs 1:100= macréfagos expostos
as POMVs nas proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; M@ + SEVs 1:1; M@ + SEVs 1:10; ou
Md's + SEVs 1:100= macrofagos expostos as SEVs nas proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100,
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respectivamente. As culturas de macréfagos foram expostas as POMVs ou SEVs durante 24 h. A
significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga
significativa entre a situacdo controle, contendo macrdéfagos néo infectados pelo parasita nem
expostos as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferengas significativas entre os

tratamentos.

Os macrofagos em campos representativos foram fotografados com o
objetivo de evidenciar a sua estrutura morfologica e para investigar se houve
modificacdes estruturais apds os tratamentos com POMVs ou SEVs, sem infeccao
pelo parasita (Figura 31). Na Figura 31A pode-se observar a aparéncia morfoldgica
dos macrofagos saudaveis, que nado infectados pelo parasita, hem expostos as
POMVs ou SEVs, com o0 nucleo e citoplasma bem conservados. As Figuras 31B,
31C e 31D ilustram culturas de macrofagos expostas a POMVs nas proporcdes 1:1,
1:10 e 1:100, respectivamente, e revelaram wuma estrutura morfologica
comprometida, com debridamento citoplasmatico evidente, principalmente nas
culturas celulares expostas as POMVs nas propor¢des 1:1 e 1:100 (Figuras 31B e
31D, respectivamente). As culturas celulares expostas as SEVs nas proporgoes 1:1,
1:10 e 1:100 (Figuras 31E, 31F e 31G, respectivamente), também exibiram
modificacdes estruturais, além de uma evidente diminuicdo no volume dos

macrofagos expostos a essas vesiculas.
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Figura 31 Fotomicrografias de macréfagbs RAW 264.7 sem e com exposic;éo as POMVs ou SEVs,
corados com Giemsa. (A): Macrofagos ndo expostos as POMVs ou SEVs, como controle positivo do
restante das situacdes experimentais; (B, C e D): macrofagos expostos as POMVs nas proporgfes
1:1, 1:10 e 1:100, respectivamente; (E, F e G): macrdéfagos expostos as SEVs nas proporcdes 1:1,
1:10 e 1:100, respectivamente. As culturas de macrofagos foram expostas as POMVs ou SEVs
durante 24 h. Fotomicrografias capturadas em campos representativos e aleatérios, em aumento de

1000x, de trés experimentos independentes realizados em ftriplicata. Barras de escala= 10 um.

Foram observadas diferencas significativas entre a quantidade de
macrofagos viaveis do controle saudavel, contendo macréfagos sem infeccéo pelo
parasita, e sem exposicdo as POMVs ou SEVs, e co-culturas de macréfagos
infectadas com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs (com
guantidades médias de 531 versus 455,67 macréfagos viaveis, respectivamente)
(Figura 32A). Se considerados como 100% de viabilidade, a quantidade de
macroéfagos viaveis do controle saudavel, obtemos uma representatividade média de
85,88% (uma diminuicdo significativa de 14,12% de macrofagos viaveis), das co-
culturas infectadas com L. amazonensis (Figura 32B), sugerindo uma significativa

reducdo na viabilidade das co-culturas celulares infectadas pelo parasita, e
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submetidas ao ambiente inflamatoério e oxidativo.

El 600 - 100 )

E £
) . @ w e
% o 4004 . 7 " o 5
o o . D o 80+ E
zE ZES A
S o . = 332 20 ) E
O 200 f 0o = e .
g : g 10 % B MJd's saudaveis
: L.a.
0 1 i 0 1 i

Figura 32. Contagem de macrofagos viadveis em 20 campos, das culturas celulares saudaveis ou
infectadas com L. amazonensis, sem exposi¢cdo as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de macréfagos
viaveis; (B): Quantidade de macréfagos viaveis, calculados em porcentagem relativa ao controle,
contendo macréfagos saudaveis, ndo infectados com L. amazonensis nem expostos as POMVs ou
SEVs. Os dados sdo mostrados como média + desvio padrdo e representam os resultados de trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Md’s saudaveis= macrofagos néo infectados
com L. amazonensis, nem expostos as POMVs ou SEVs, como controle; L.a.= macrofagos infectados
com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs. As co-culturas de macréfagos foram
infectadas com L. amazonensis durante 24 h, sem exposicdo as POMVs ou SEVs. A significancia
estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga significativa
entre a situagédo controle, contendo macrofagos néo infectados pelo parasita e ndo expostos as

POMVs ou SEVs e co-culturas celulares infectadas pelo parasita.

Foi realizada a quantificacdo de macrofagos aderentes em 20 campos,
das situacBes experimentais (Figura 3) contendo co-culturas de macréfagos
infectados com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVSs, e co-culturas
celulares infectadas com o parasita expostas as POMVs ou SEVs nas proporgdes
1:1, 1:10 ou 1:100 (Figuras 33 e 34). A quantidade média de macrofagos viaveis
(Figura 33A) indica para um grau de representatividade em porcentagem relativa ao
controle, contendo macrofagos infectados com L. amazonensis, sem exposicao as
POMVs ou SEVs, considerados como 100% de viabilidade, comparados com
culturas de macrofagos infectadas pelo parasita e expostas as POMVs ou SEVs nas
propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100.

Foram encontradas diferencas significativas na quantidade média de
macréfagos viaveis (Figura 33A), entre a situacdo controle, contendo co-culturas
celulares infectadas com L. amazonensis (com uma quantidade média de 455,67

macrofagos viaveis) e o restante dos tratamentos testados, sugerindo um possivel
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efeito direto da presenca dos fatores de viruléncia das POMVs ou SEVs, sobre a
viabilidade dos macrofagos previamente infectados com o parasita.

Diferencas significativas foram observadas na quantidade média de
macrofagos viaveis, entre as co-culturas celulares contendo infeccao pelo parasita e
exposicdo as POMVs na propor¢cdo 1:1, e co-culturas celulares infectadas pelo
parasita e expostas as POMVs na proporc¢do 1:100 (com quantidades médias de 355
e 165,33 macréfagos viaveis) (Figura 33A). Estas diferencas significativas indicam
para um grau de representatividade de 77,88% e 36,27%, se considerados como
100% de viabilidade os macréfagos das co-culturas infectadas com o parasita, sem
exposicdo as vesiculas (Figura 33B). Foram observadas diferencas
significativamente maiores na quantidade média de macrofagos viaveis, entre as co-
culturas celulares infectadas pelo parasita e expostas as POMVs na proporcéo 1:10,
e co-culturas de macrofagos infectadas com o parasita e expostas as POMVs na
proporcao 1:100 (com quantidades médias de 326,67 e 165,33 macrofagos viaveis,
respectivamente) (Figura 33A). Se considerados como 100% de viabilidade as co-
culturas de macréfagos infectadas com o parasita, sem exposi¢cdo as vesiculas,
estas diferencas significativas indicam para um grau de representatividade de
71,69% e 36,27%, respectivamente (Figura 33B). Os dados sugerem um possivel
efeito dose-dependente, entre a diminuicdo na quantidade de macrofagos viaveis e o
aumento da proporcao de POMVs testadas (Figura 33).

Diferengas estatisticamente maiores, foram encontradas na quantidade
média de macrofagos viaveis, entre as co-culturas celulares expostas as seguintes
propor¢cdes de POMVs versus SEVs, respectivamente: 1:1 (355 versus 142,33
macrofagos vidveis em média); 1:10 (326,67 versus 138,67 macréfagos viaveis em
média); e 1:100 (165,33 versus 132,67 macréfagos viaveis em média) (Figura 33A).
Estas diferencas significativas, respectivamente indicam para um grau de
representatividade de 77,88% versus 31,23%; 71,69% versus 30,43%; e 36,27%
versus 29,11%, se considerados como 100% de viabilidade os macrofagos das co-

culturas infectadas com o parasita, sem exposi¢do as POMVs ou SEVs (Figura 33B).
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Figura 33. Contagem de macrofagos RAW 264.7 viaveis em 20 campos, nas co-culturas celulares
infectadas com L. amazonensis e expostos ou hdo as POMVs ou SEVs. (A): Quantidade de
macréfagos viaveis; (B): Quantidade de macrofagos viaveis, calculados em porcentagem relativa ao
controle, contendo macréfagos infectados com L. amazonensis, e expostos as POMVs ou SEVs nas
proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100. Os dados sdo mostrados como média * desvio padréo e representam
os resultados de trés experimentos independentes realizados em triplicata. L.a.= macréfagos
infectados com L. amazonensis, sem exposi¢cdo as POMVs ou SEVs; L.a. + POMVs 1:1; L.a. +
POMVs 1:10; ou L.a. + POMVs 1:100= macrdfagos infectados com L. amazonensis e expostos as
POMVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente; L.a. + SEVs 1:1; L.a. + SEVs 1:10; ou
L.a. + SEVs 1:100= macroéfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas propor¢cdes
1:1, 1:10 ou 1:100, respectivamente. As co-culturas de macrofagos foram infectadas com L.
amazonensis durante 24 h, e logo apos, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A
significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga
significativa entre a situacao controle, contendo macrofagos infectados pelo parasita sem exposicao

as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

Os macréfagos em campos representativos foram fotografados para
evidenciacdo de sua estrutura morfologica e das formas amastigotas encontradas
nas co-culturas celulares infectadas pelo parasita L. amazonensis, e co-culturas
celulares infectadas pelo parasita e expostas as POMVs ou SEVs nas proporc¢des
1:1, 1:10 ou 1:100 (Figura 34). Na Figura 34A foi possivel observar a presenca das
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formas amastigotas de L. amazonensis, e nessas co-culturas celulares, o nimero de
macrofagos viaveis foi significativamente maior comparado com a quantidade de
macréfagos vidveis do restante das situagcfes experimentais, contendo infec¢cdo com
0 parasita e exposi¢cao as POMVs ou SEVs (Figura 33).

Nas Figuras 34B - 34D, as co-culturas de macrofagos infectadas com L.
amazonensis e expostas as POMVs nas proporgbes 1:1, 1:10 ou 1:100,
respectivamente; nessas co-culturas celulares é possivel observar a morfologia
celular estd com aspecto inflamatorio, com o citoesqueleto prejudicado pela
presenca das formas amastigotas intracelulares, juntamente com as POMVs. Nas
co-culturas celulares das Figuras 34B e 34C, foi possivel observar aumento no
tamanho dos vacuolos parasitéforos, comparados com os vacuolos da Figura 34A,
sugerindo uma possivel tentativa de os macréfagos realizarem a hidrdlise dos
fatores de viruléncia tanto do parasita, como das POMVs, contendo alta carga de
componentes imunogénicos e imunoestimulatorios. Macréfagos da Figura 34D
apresentaram a menor viabilidade (inferida pela contagem de macréfagos viaveis em
20 campos representativos), quando comparada com a quantidade de macrofagos
viaveis das Figuras 34A e 34C, sugerindo que maiores proporcées de POMVs
podem promover a ativacao de vias apoptéticas e/ou de inflamassomos que ativam
a expressdo de componentes citotoxicos para a célula (Figura 33).

As Figuras 34E - 34G, representam co-culturas celulares infectadas com
L. amazonensis e expostas as SEVs nas propor¢cdes 1:1, 1:10 ou 1:100,
respectivamente. Nestas fotomicrografias € possivel observar as formas amastigotas
integras no interior dos macrofagos, porém, sdo as co-culturas que apresentaram a
menor quantidade de macréfagos viaveis, quando comparada com o controle,
somente contendo infeccdo pelo parasita, sem exposicdo as POMVs ou SEVs
(Figura 33), o0 que sugere que a presenca das SEVs nessas co-culturas celulares,
compromete significativamente a viabilidade celular. Considerando os dados obtidos
com a quantificacdo de proteina total pelo método de Bradford, das POMVs e SEVs
(Figura 25), do qual, a maior concentracdo de proteina total foi encontrada para as
SEVs, portanto, as co-culturas expostas as SEVs contendo fatores de viruléncia com
propriedades imunogénicas e/ou imunoestimulatorias, promoveu uma diminuicao
significativa na quantidade de macrofagos viaveis, se comparado com a quantidade
de macréfagos viaveis das co-culturas celulares expostas as POMVs nas mesmas

proporcdes (Figura 33).
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Os dados de quantificacdo de proteina total por Bradford (Figura 25),
sugerem para um possivel efeito direto das SEVs contendo uma concentracdo (em
pug/mL) de proteinas maior, quando comparada com a concentracdo de proteinas
obtida das POMVs, e podem ser considerados para explicacao parcial da diminui¢ao
na quantidade de macréfagos viaveis (Figura 33), das co-culturas celulares
infectadas pelo parasita e expostas as SEVs, quando comparado com a quantidade
de macréfagos viaveis das co-culturas infectadas pelo parasita e expostas as
POMVs. A estas diminuicBes observadas na quantidade de macréfagos viaveis das
co-culturas celulares infectadas pelo parasita e expostas as SEVs, ndo se pode
atribuir Unica e exclusivamente a diferenca significativa na concentracédo de proteina
total (Figura 25) entre as POMVs e SEVs estudadas, mas também deve-se
considerar o contetdo no interior das SEVs, contendo fatores de viruléncia que

podem contribuir para o comprometimento das viabilidades das culturas celulares.
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Figura 34. Fotomicrografias de macréfagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou
nao as POMVs ou SEVs. Coloracdo com Giemsa. (A): macréfagos infectados com L. amazonensis,
como controle positivo do restante das situacdes experimentais; (B, C e D): macrofagos infectados

com L. amazonensis e expostos as POMVs nas propor¢des 1:1, 1:10 e 1:100, respectivamente; (E, F
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e G): macrdfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs nas proporcdes 1:1, 1:10 e
1:100, respectivamente. As co-culturas de macrofagos foram infectadas com L. amazonensis durante
24 h, e logo apos, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. Fotomicrografias capturadas
em campos representativos e aleatorios, em aumento de 1000x, de trés experimentos independentes

realizados em triplicata. Barras de escala= 10 pm.

5.12 Quantificagcdo de NO2 (nitrito) nos sobrenadantes das co-culturas de
macrofagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs
ou SEVs

A quantificagdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas celulares, foi
realizada através do ensaio colorimétrico de Griess, com o intuito de avaliar a
producado deste mediador inflamatério cujo papel esta relacionado com uma resposta
celular microbicida, durante a exposicao as diferentes situacdes experimentais que
0s macréfagos RAW 264.7 foram submetidos (Figura 3). Uma curva de calibracéo
do ensaio (Figura 35) foi realizada, para a obtencdo de valores de referéncia de
absorbancia (D.O.= 540 nm), de acordo com as concentracdes de nitrito pre-
estabelecidas.

Apoés a realizacdo dos ensaios de infeccdo de macrofagos RAW 264.7
com L. amazonensis e a posterior exposicdo as POMVs ou SEVs, os sobrenadantes
das co-culturas celulares foram armazenados em freezer a -20 °C. Uma aliquota dos
sobrenadantes das culturas celulares, foi retirada e plaqueada pela técnica de
gotejamento em meios de cultura LB agar, com o intuito de verificar se houve
contaminacdo durante a realizacdo do experimento. Apos a confirmacdo de
esterilidade dos sobrenadantes das culturas celulares, foram utilizados filtros de

seringa de 0,22 um (PVDF) para remocéao de debris celulares.
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Figura 35. Curva de calibracdo do Método de Griess. Os valores de referéncia de absorbancia (em
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vermelho) foram plotados em relacdo as concentracdes pré-estabelecidas de nitrito em pM, e séo
mostrados como uma média representativa de trés ensaios realizados independentemente em

triplicata. Uma linha de tendéncia linear (em preto) foi tragcada para obten¢éo da equacao da reta.

Tanto as culturas celulares infectadas com L. amazonensis e
posteriormente expostas as POMVs ou SEVs (Figura 34), quanto as culturas de
macréfagos somente expostas as vesiculas das bactérias (Figura 33), mostraram
producdo de nitrito apés 24 h de incubacdo com essas vesiculas de membrana,
extraidas das bactérias P.a. ou S.a. (Figura 36). Culturas de macréfagos foram
estimuladas durante 12 h com LPS 100 ng/mL (lipopolissacarideo extraido da cepa
0111:B4 de E. coli (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)), com o intuito de avaliar se
macrofagos estimulados com este importante componente de parede celular
bacteriana Gram-negativa, sdo capazes de produzir nitrito como um sinalizador
inflamatoério, comparado com culturas de macrofagos saudaveis (controle). Foram
encontradas diferencas significativas entre culturas de macr6fagos expostas as
POMVs na proporcdo 1:100 (com uma concentracdo média de nitrito em 0,121 uM),
e as seguintes situacBes experimentais: macréfagos expostos as POMVs nas
proporcdes 1:10 e 1:1 (com concentracbes médias de nitrito em 0,090 e 0,084 uM,
respectivamente); macrofagos estimulados com LPS 100 ng/mL (com uma producéo
média de nitrito em 0,082 uM); e macréfagos saudaveis, sem exposicdo as POMVs
ou SEVs (com uma concentracdo média de nitrito em 0,083 uM) (Figura 36A).

Foram encontradas ainda, diferencas significativamente menores, entre a
producdo média de nitrito, das culturas celulares estimuladas com LPS 100 ng/mL e
culturas de macréfagos expostas as POMVs na proporcdo 1:100 (Figura 36A),
sugerindo um contetdo altamente inflamatério das POMVs. Com relacdo as culturas
celulares expostas as SEVs nas propor¢cbes 1:1, 1:10 ou 1:100, ndo foram
encontradas diferencas significativas com as culturas de macréfagos saudaveis
(controle) (Figura 36A), exibindo concentracdes meédias de nitrito, muito semelhantes
com as do controle saudavel. Por outro lado, foram observadas diferencas
significativamente maiores entre as concentragdes médias de nitrito, das culturas de
macrofagos expostas as POMVs nas propor¢des 1:10 e 1:100 (com 0,090 e 0,121
MM, respectivamente) e as culturas celulares expostas as SEVs nas mesmas
propor¢des (com 0,082 e 0,086 uM, respectivamente) (Figura 36A).

Foi verificada uma diferenca significativamente maior na concentragao de



95

nitrito, nos sobrenadantes das culturas de macrofagos infectadas com L.
amazonensis na propor¢ao 1:10 — situacdo controle do restante -, com uma média
de 0,120 uM, e o restante das culturas celulares, contendo infeccdo com a mesma
proporcédo de parasitas e expostas as POMVs ou SEVs nas proporg¢des 1:1, 1:10 ou
1:100 (Figura 36B). Diferencas significativamente menores foram observadas na
producdo de nitrito das culturas celulares infectadas com L. amazonensis nha
propor¢cédo 1:10, e expostas as POMVs na propor¢cdo 1:100 (com uma meédia de
0,080 uM), e culturas de macrofagos infectadas com o parasita na mesma
proporcao, e expostas as POMVs nas proporcdes 1:1 e 1:10 (com uma média 0,101
UM em ambas as culturas) (Figura 36B). Por outro lado, foram observadas
diferencas significativamente menores na produgao de nitrito das culturas celulares
infectadas com L. amazonensis na propor¢cao 1:10, e expostas as SEVs na
proporcao 1:1 (com uma média de 0,078 pM), e culturas de macréfagos infectadas
com a mesma proporcdo de parasitas, e expostas as SEVs nas proporcfes 1:10 e
1:100 (com uma média de 0,081 e 0,083 uM, respectivamente) (Figura 36B). A
producdo média de nitrito das culturas celulares infectadas com L. amazonensis na
propor¢cdo 1:10, e expostas as POMVs na proporcdo 1:1, e das culturas de
macrofagos infectadas com o parasita na mesma proporgédo, e expostas as SEVs na
mesma proporcédo, foi comparada com o intuito de avaliar o motivo da producdo de
nitrito ser significativamente maior nas primeiras co- culturas celulares (Figura 36B).
Essas diferencas significativamente maiores foram constatadas entre as
culturas de macréfagos infectadas com L. amazonensis na propor¢do 1:10, e
expostas as POMVs na proporcao 1:10, e culturas celulares infectadas com o
parasita e expostas as SEVs nas mesmas propor¢des (Figura 36B), sugerindo que a
exposicdo as POMVs na proporcdo 1:10 induziu uma resposta inflamatéria mais
acentuada, quando comparada com a situacao experimental que recebeu SEVs na
mesma propor¢do. A alta producdo significativa de nitrito nas culturas celulares
expostas as POMVs na proporcdo 1:10, sem infeccdo pelo parasita, foi
significativamente maior, quando comparada com as culturas de macrofagos
expostas as SEVs na mesma propor¢cdo, das quais exibiram uma producéo

diminuida deste radical (Figura 36A).
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Figura 36. (A): Concentracao de nitrito em puM, nos sobrenadantes das culturas de macréfagos RAW
264.7 expostos ou ndo POMVs ou SEVs; e (B): das co-culturas celulares infectadas com L.
amazonensis e expostas ou ndo POMVs ou SEVs. Os dados sdo mostrados como média = desvio
padrdo e representam os resultados de trés ensaios independentes realizados em triplicata. (A): & =
M@'s saudaveis: macrofagos sem infeccdo com L. amazonensis e sem exposicdo as POMVs ou
SEVs, como controle do restante das situagbes experimentais; @ - M@ + LPS 100 ng/mL:
macrofagos estimulados com LPS a 100ng/mL durante 12 h, sem infeccdo pelo parasita e sem

exposicdo as POMVs ou SEVs; V- M@ + POMVs 1:1: macrofagos sem infeccéo pelo parasita e

expostos as POMVs na propor¢do 1:1; A - M@ + POMVs 1:10: macrofagos sem infeccao pelo
parasita e expostos as POMVs na proporcdo 1:10; V¥V = M@ + POMVs 1:100: macrofagos sem
infeccé@o pelo parasita e expostos as POMVs na proporgéo 1:100; = M@ + SEVs 1:1: macréfagos
sem infeccdo pelo parasita e expostos as SEVs na proporgdo 1:1; = M@ + SEVs 1:10: macrofagos
sem infeccdo pelo parasita e expostos as SEVs na proporcdo 1:10; @ - vg's + SEVs 1:100:
macréfagos sem infeccdo pelo parasita e expostos as SEVs na propor¢do 1:100. As culturas de

macrofagos foram expostas as POMVs ou SEVs durante 24 h. *p< 0,05= diferenga significativa entre

a situacgdo controle, contendo macréfagos néo infectados pelo parasita e ndo expostos as POMVs ou
SEVs e o tratamento; **p< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos. (B): V=La:
macréfagos infectados com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs, como controle
positivo do restante das situacdes experimentais; ' = L.a. + POMVs 1:1: macréfagos infectados com
L. amazonensis e expostos as POMVs na proporcdo 1:1; ©= La. + POMVs 1:10: macréfagos
infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na propor¢éo 1:10; = L.a.+ POMVs 1:100:
macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na proporgao 1:100; - La. +
SEVs 1:1: macréfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na propor¢éo 1:1; = -
L.a. + SEVs 1:10: macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporcao

1:10; =L.a. + SEVs 1:100: macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na
proporcao 1:100. As co-culturas de macréfagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e
logo apds, foram expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significancia estatistica foi calculada
utilizando o teste t-Student ndo-pareado. *p< 0,05= diferenga significativa entre a situagdo controle,

contendo macréfagos infectados pelo parasita sem exposicdo as POMVs ou SEVs e os tratamentos;
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**n< 0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.

5.13 Quantificacdo de citocinas nos sobrenadantes das culturas de
macrofagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs
ou SEVs

Em paralelo com as quantificagbes de nitrito nos sobrenadantes das
culturas celulares, quantificamos as citocinas pré e anti-inflamatorias (IL-2, IL-4, IL-6,
IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-10 e IL-1B), que podem estar envolvidas na resposta
celular, das diferentes situacfes experimentais a que os macrofagos RAW 264.7
foram submetidos. Primeiramente analisamos macrofagos saudaveis incubados com
POMVs ou SEVs nas proporg¢des 1:1, 1:10 ou 1:100 e as culturas celulares foram
incubadas durante 24 h.

Os niveis das citocinas IL-10, IL-17A, IFN-y e IL-2 analisados por
citometria de fluxo, exibiram MFIs (Intensidade Média de Fluorescéncia) abaixo do
detectavel pela curva de calibracdo, portanto, os valores em pg/mL foram iguais a
zero para todas as culturas celulares. Quanto aos niveis de TNF-a (Figura 37A) e IL-
6 (Figura 37B) nos sobrenadantes das culturas celulares expostas as POMVs ou
SEVs, ndo foram observadas diferencas significativas quando comparadas com o
controle saudavel sem exposicao as estas vesiculas, mas apesar disso, altos niveis
destas citocinas inflamatorias foram verificados, quando comparadas com os niveis
da citocina IL-4 (Figura 37C), por exemplo. Foram encontradas diferencas
significativas na producdo de IL-4 entre o controle saudavel sem exposicdo as
vesiculas, e culturas celulares expostas as SEVs nas proporc¢des 1:1, 1:10 e 1:100
(Figura 37C). Diferencas significativamente menores foram observadas nos niveis
de IL-4 das culturas celulares expostas as SEVs na propor¢éo 1:10, e culturas de
macréfagos expostas as SEVs na propor¢éo 1:100 (Figura 37C).

Foram encontradas diferencas significativamente menores na producéo
de IL-1B entre o controle saudavel, e culturas de macrofagos expostas as SEVs na
proporcdo 1:1 (Figura 37D). Com relagdo ao restante das culturas de macrofagos
expostas as POMVs nas proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100; ou expostas as SEVs nas
propor¢cdes 1:10 ou 1:100, apesar de ndo terem sido observadas diferencas
significativas, notamos uma produ¢do média moderadamente elevada nas culturas
celulares saudaveis, sem exposi¢cdo a estas vesiculas, sugerindo que de alguma

forma, a exposicdo as POMVs ou SEVs nas propor¢cbes mencionadas, regulou a



98

expressao e secrecao de IL-1B (Figura 37D).
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Figura 37. Concentracdo de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-4 (C) e IL-1B (D) em pg/mL, nos sobrenadantes
das culturas de macréfagos RAW 264.7 expostos ou ndo POMVs ou SEVs, sem infec¢do pelo
parasita. Os dados sdo mostrados como média + desvio padrdo e representam os resultados de trés
ensaios independentes realizados em triplicata. @ = M@'s saudaveis: macréfagos sem infecgdo com
L. amazonensis e sem exposicdo as POMVs ou SEVs, como controle do restante das situagfes
experimentais; V- vz + POMVs 1:1: macréfagos sem infeccdo pelo parasita e expostos as POMVs
na proporgéo 1:1; A- M@ + POMVs 1:10: macréfagos sem infeccdo pelo parasita e expostos as
POMVs na propor¢céo 1:10; V= M@ + POMVs 1:100: macrofagos sem infec¢do pelo parasita e
expostos as POMVs na proporgdo 1:100; "= M@ + SEVs 1:1: macréfagos sem infeccdo pelo
parasita e expostos as SEVs na proporgdo 1:1; =M@ + SEVs 1:10: macrofagos sem infeccéo pelo
parasita e expostos as SEVs na propor¢éo 1:10; ®- V's + SEVs 1:100: macréfagos sem infecgéo
pelo parasita e expostos as SEVs na proporgdo 1:100. As culturas de macrofagos foram expostas as
POMVs ou SEVs durante 24 h. A significancia estatistica foi calculada utilizando o teste t-Student
ndo-pareado. *p< 0,05= diferenca significativa entre a situacdo controle, contendo macréfagos nao

infectados pelo parasita e ndo expostos as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p< 0,005= diferencas

significativas entre os tratamentos.

Entdo, analisamos o0s niveis de citocinas das co-culturas celulares
infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs ou SEVs nas proporcoes 1:1,
1:10 ou 1:100. Quanto aos niveis de TNF-a, foram encontradas diferencas

significativas entre o controle, contendo macréfagos infectados com L. amazonensis
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sem exposicao as vesiculas, e culturas celulares infectadas e expostas as POMVs
nas proporcdes 1:1 e 1:100 (Figura 38A). Quando comparado com as concentracdes
de TNF-a das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as
SEVs nas proporgbes 1:1, 1:10 ou 1:100, o controle evidenciou uma expressao
significativamente elevada, =20 vezes maior (Figura 38A).

Diferencas significativamente maiores foram encontradas na producgao de
TNF-a das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as
POMVs na proporcdo 1:1, e as seguintes situagdes experimentais: co-culturas de
macréfagos infectadas com o parasita e expostas as SEVs na proporcéo 1:1; e co-
culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporcéo
1:100 (Figura 38A). Também foram encontradas diferencas significativamente
maiores na producdo de TNF-a das co-culturas celulares infectadas com L.
amazonensis e expostas as POMVs na propor¢cdao 1:10 e as seguintes situacoes
experimentais: macréfagos infectados e expostos as SEVs na proporcéo 1:10; e co-
culturas celulares infectadas com o parasita e expostas as POMVs na propor¢cao
1:100 (Figura 38A).

Os niveis de IL-6 das co-culturas de macréfagos da situacao controle,
contendo infeccdo, sem exposicdo as vesiculas, foram significativamente maiores,
gquando comparado com o restante das co-culturas celulares (Figura 38B). Foram
observadas diferencas significativas na producéo de IL-6 entre co-culturas celulares
infectadas com o parasita e expostas as POMVs na proporcdo 1:1, e as seguintes
situacdes experimentais: co-culturas de macréfagos infectadas com o parasita e
expostas as SEVs na proporcdo 1:1; e co-culturas celulares infectadas com o
parasita e expostas as POMVs na propor¢cdo 1:100 (Figura 38B). Observamos
diferencas significativas na producdo de IL-6 entre co-culturas de macrofagos
infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs na propor¢cdo 1:10, e as
seguintes situacOes experimentais: co-culturas celulares infectadas com o parasita e
expostas as SEVs na proporgcédo 1:10; e culturas de macrofagos infectadas com o
parasita e expostas as POMVs na proporgao 1:100 (Figura 38B).

Foram encontradas diferencas significativamente maiores na producao de
IL-4 e IL-1B entre macrofagos infectados, sem exposicao as vesiculas de bactérias e
as seguintes situacdes experimentais: co-culturas celulares infectadas e expostas as
POMVs na propor¢do 1:100; macrofagos infectados e expostos as SEVs na
proporcao 1:10; e co-culturas celulares infectadas e expostas as SEVs na proporc¢éo
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1:100 (Figuras 38C e 38D). Foram encontradas ainda, diferencas significativamente
maiores entre o nivel de IL-18 das co-culturas apenas infectadas, e co-culturas

celulares infectadas e expostas as SEVs na proporgao 1:1 (Figura 38D).
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Figura 38. Concentracéo de TNF-a (A), IL-6 (B), IL-4 (C) e IL-1B (D) em pg/mL, nos sobrenadantes

das co-culturas de macréfagos RAW 264.7 infectados com L. amazonensis e expostos ou nao
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POMVs ou SEVs. Os dados sdo mostrados como média + desvio padrdo e representam o0s
resultados de trés ensaios independentes realizados em triplicata. V=La: macréfagos infectados
com L. amazonensis, sem exposicdo as POMVs ou SEVs, como controle positivo do restante das
situagBes experimentais; = L.a. + POMVs 1:1: macrofagos infectados com L. amazonensis e
expostos as POMVs na propor¢do 1:1; ®= L.a. + POMVs 1:10: macréfagos infectados com L.
amazonensis e expostos as POMVs na proporcdo 1:10; = L.a.+ POMVs 1:100: macréfagos
infectados com L. amazonensis e expostos as POMVs na propor¢éo 1:100; H- L.a. + SEVs 1:1:
macrofagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporcao 1:1; = - L.a. + SEVs
1:10: macréfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na propor¢éo 1:10; =L.a. +
SEVs 1:100: macréfagos infectados com L. amazonensis e expostos as SEVs na proporcdo 1:100. As
co-culturas de macrofagos foram infectadas com L. amazonensis durante 24 h, e logo apés, foram
expostas as POMVs ou SEVs por mais 24 h. A significancia estatistica foi calculada utilizando o teste
t-Student n&o-pareado. *p< 0,05= diferenca significativa entre a situagcdo controle, contendo
macrofagos infectados pelo parasita sem exposicdo as POMVs ou SEVs e os tratamentos; **p<

0,005= diferencas significativas entre os tratamentos.
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6. Discusséao

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar se o inéculo das bactérias
em sistema transwell, altera a dindmica de macréfagos previamente infectados com
L. amazonensis (Figura 2), como forma de mimetizar uma coinfeccdo secundaria
causada por bactérias oportunisticas (neste trabalho utilizamos P.a. e S.a.) Essas
bactérias séo identificadas com alta frequéncia em lesdes leishmanidticas com areas
expostas de pacientes humanos (Vera et al., 2001; Fontes et al., 2005; Salgado et
al., 2016), cées (Parin et al., 2020) e nos modelos experimentais murinos (Potter et
al., 1983; Yehia et al., 2017; Borbon et al., 2019), com LC (revisado por Gallo-
Francisco; Brocchi; Giorgio, 2022). As bactérias causam uma disbiose, ou seja, um
desequilibrio no ambiente lesional, quando comparada com a microbiota da pele
saudavel e de pacientes nao infectados (Salgado et al., 2016), causando efeitos que
podem agravar a condi¢do dos hospedeiros infectados.

Para isso, primeiramente, o cultivo das bactérias P.a. e S.a. foi
estabelecido no laboratério em meio de cultura LB agar com o objetivo de obtencao
de colbnias isoladas, e em meio LB caldo para in6culo (Sambrook; Russell, 2001).

A bactéria P.a. (Figura 4A) € um bacilo Gram-negativo reto né&o
esporulante, ndo fermentador, movel monotriquio, possui fimbria como importante
mediador de adesdo as células hospedeiras e um patdbgeno extracelular
oportunistico. E uma das bactérias mais ubiquitéarias, sendo encontrada tanto no solo
como na agua, em alimentos e frequentemente associada a infecgcbes nosocomiais
(Ochoa et al., 2013; Gajdacs et al., 2021). Macroscopicamente, a bactéria P.a.
possui crescimento de col6nias iridescentes irregulares e forma uma camada de
aspecto mucodide denominada como biofilme (De et al., 2010). Produz um odor
semelhante a uva e alguns pigmentos hidrossoluveis, como a piocianina, pioverdina,
piomelanina e piorrubina, que outorga as cores azul, verde, marrom e vermelho,
respectivamente, em diferentes intensidades dependendo da estirpe e do meio de
cultura utilizados, caracteristicas estas que sao de grande importancia na
identificacdo de rotina (Huang et al., 2013; Ochoa et al., 2013; Gajdacs et al., 2021).

Classificada como um coco Gram-positivo, a bactéria S.a. (Figura 4B) é
comensal da microbiota das fossas nasais, garganta, trato intestinal e pele de
individuos saudaveis, e frequentemente associada a infec¢des poés-cirurgicas ou
oportunisticas em feridas (Ziaei; Sadeghian, 2008). Microscopicamente, é possivel

observar colénias em formato de cocos esféricos arranjados em forma de cachos de
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uva, e macroscopicamente, apresentam colonias caracteristicamente grandes, lisas,
com bordas elevadas e com uma coloracdo amarelo-dourada (Jardeleza et al., 2011;
Zajmi et al., 2015). E uma bactéria ndo movel, ndo esporulante, fermentadora do
manitol, capaz de produzir biofilme, sdo frequentemente beta-hemoliticas, anaerdbia
facultativa podendo obter energia através de metabolismo aerdbio ou por
fermentacdo de acucares contidos nos meios de cultura (Todd, 2014; Rasheed;
Hussein, 2021).

As curvas de crescimento (Figura 5) foram conduzidas com o objetivo de
analisar o tempo necessario para que a D.O.s0onm 0,6 fosse atingida. Comparamos
nossos resultados com os dados da literatura em relagéo ao crescimento de P.a. Em
nosso trabalho, quantificamos uma média de 3 x 108 UFC/mL (D.O.s0onm 0,6) (Figura
5A), apos incubacédo dessas bactérias durante 4 h em meio de cultura LB caldo.

Dados da literatura revelaram uma quantidade =100 vezes menor se
comparada com a quantidade obtida em nosso trabalho, com 3,8 x 10® UFC/mL,
apos 3 h de cultivo desta bactéria em meio peptonado (Huang et al., 2013). Em outro
estudo foram observadas quantidades consistentes com as obtidas em nosso
trabalho (Figura 5A), com 10 x 108 UFC/mL contabilizadas apés 4 h de cultivo em
meio de digestdo da caseina de soja (Naik; Mahajan, 2013). Com relacdo ao tempo
para P.a. atingir a D.O.s0onm 0,6, constatamos um tempo igual ao observado em
nosso trabalho (Figura 5A), quando essa bactéria foi cultivada em meio Mueller-
Hinton (MH) (Bellemare et al., 2008). Apesar da utilizacdo de diferentes meios de
cultura, os trabalhos de Huang e cols. (2013), Naik & Mahajan (2013), e Bellamare e
cols. (2008), utilizaram a mesma cepa de P.a. que o nosso trabalho, em condicdes
de cultivo semelhantes as nossas.

Em nosso trabalho, quantificamos uma média de 5 x 10’ UFC/mL
(D.O.s00nm 0,6) (Figura 5B), ap0s 2 h de incubacdo da bactéria S.a. em meio de
cultura LB caldo. Dados consistentes com 0s nossos achados, foram reportados por
Romeo e cols. (2018), com quantidades médias de 1 x 108 UFC/mL (D.O.s0onm 0,6),
apos 14 h de incubacado dessas bactérias em meio de cultura MH caldo. Em trabalho
de Qiao e cols. (2021), foi observado um tempo de 12 h de incubacdo em meio de
cultura LB caldo para que a bactéria atingisse a D.O.s00nm 0,6, porém, o ultimo tempo
quantificado pelos autores foi de 6 h (D.O.soonm 0,5), com =5,8 x 10® UFC/mL.
Interessantemente, Fan e outros (2019) observaram um tempo de 4 h para a

bactéria atingir a D.O.s0onm 0,6, com =4,5 x 10 UFC/mL (=10 vezes menos quando
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comparado com as quantificacbes do nosso trabalho), quando as culturas foram
incubadas em meio de cultura TSB (tryptic soy broth). Outros trabalhos observaram
tempos iguais (Feng et al., 2009) ou semelhantes — =1h30 (Yu et al., 2008; Wang et
al., 2016), para a bactéria atingir a D.O.s0onm 0,6, sendo que os meios de cultura
utilizados foram o MH caldo (Yu et al., 2008; Feng et al., 2009), Todd-Hewitt caldo
(THB), ou BHI (brain heart infusion) (Wang et al., 2016). Os trabalhos utilizaram a
mesma bactéria que utilizamos em nosso trabalho, como cepa de referéncia (Yu et
al., 2008; Feng et al., 2009; Wang et al., 2016; Romeo et al., 2018; Fan et al., 2019;
Qiao et al., 2021). Com os dados obtidos em nosso trabalho, concluimos que ambas
as bactérias podem exibir variacdes em seus respectivos perfis de crescimento, em
UFC/mL, dependendo principalmente, do meio de cultura utilizado e do tempo de
incubacéo.

Apos a realizacdo das curvas de crescimento para investigacdo do tempo
necessario para ambas as bactérias atingirem a D.O.s00nm 0,6, utilizamos estas D.O.
como parametro de inicio da fase logaritmica e para investigar a quantidade de
bactérias (em UFC/mL) a serem inoculadas nos ensaios de invasao (Figuras 7 - 15),
nos macréfagos da linhagem murina RAW 264.7 (Figura 6). Posteriormente,
prosseguimos para 0S ensaios de invasdo das bactérias P.a. ou S.a. nos
macrofagos murinos RAW 264.7, cujo objetivo foi padronizar a propor¢cdo de
macréfago/bactérias ideal, assim como o tempo de co-cultivo, antes de serem
testadas no sistema transwell, com culturas celulares previamente infectados com L.
amazonensis. Inicialmente  testamos as  seguintes  propor¢cdes  de
macroéfago/bactérias: 1:5, 1:10 e 1:20 (correspondentes aos inéculos 1 x 108, 2 x 10°
e 4 x 108 UFC/mL, respectivamente) nos ensaios de invasdo com as bactérias P.a. e
S.a. em macrofagos RAW 264.7.

O estudo de Elsinghorst (1994) descreveu um protocolo de invasao de
bactérias em macrofagos, onde células epiteliais humanas foram infectadas com a
enterobactéria S. typhi. No trabalho de Lima e cols. (2015), foram realizados ensaios
de invasdo em macrofagos peritoneais murinos, infectados com a mesma cepa de
P.a. que estamos utilizamos. Para a realizagdo dos ensaios de invaséo, nos
baseamos principalmente nesses dois estudos, e adaptamos para 0S NOSS0S
objetivos (Elsinghorst, 1994; Lima et al., 2015). Na Figura 7 observa-se a quantidade
de bactérias intracelulares, em UFC/mL, apos a lise dos macréfagos. Na literatura foi

possivel encontrar variagdes nas propor¢cdes de macrofago/bactérias testadas e
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cepas utilizadas, além de isolados clinicos de pacientes com infeccdo ocular, no
ouvido médio (Mittal et al., 2016) e trato urinario. No estudo de Lima e cols. (2015)
os autores infectaram macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c nas
propor¢des 1:2 ou 1:20 durante 90 minutos, com a mesma cepa de P.a. que
utilizamos, e apés a lise das culturas celulares, =8 x 10> UFC/mL e 102 UFC/mL de
bactérias intracelulares foram contabilizadas, respectivamente, consistentes com a
quantidade de bactérias intracelulares dos nossos achados, com macréfagos RAW
264.7 infectados com a mesma bactéria nas proporcdes 1:5 e 1:20, durante 1 h
(Figura 7).

Em outro ensaio de invasao, testamos as proporc¢des 1:20, 1:50 e 1:100
com o objetivo de avaliar se os macr6fagos RAW 264.7 sustentariam maiores
guantidades de bactérias, durante 1 h de incubacdo, e se as culturas celulares
modificariam expressivamente a sua estrutura morfolégica. Um estudo realizado
com isolados clinicos de P.a. de pacientes com otite média, realizou ensaios de
invasdo em macréfagos humanos e em macréfagos de camundongos C57BL/6
(Mittal et al., 2016). As proporcdes 1:25, 1:50 e 1:100 testadas neste estudo,
exibiram 2,4 x 10* UFC/mL, 3 x 10* UFC/mL e 6 x 10* UFC/mL de bactérias
intracelulares, respectivamente (Mittal et al., 2016), enquanto em nossas
quantificagbes, foram contabilizadas 1,8 x 10* UFC/mL, 2,5 x 10* UFC/mL e 2,3 x 10*
UFC/mL de bactérias intracelulares (Figura 8), nas propor¢des 1:20, 1:50 e 1:100,
respectivamente, consistentes com os achados de Mittal e cols. (2016).

Com relacéo aos ensaios de invasdo com a bactéria S.a. ATCC 25923 em
macrofagos RAW 264.7 (Figuras 13 - 15), os dados ndo revelaram diferencas
significativas na quantidade de bactérias intracelulares em UFC/mL (Figura 13),
entre as proporgdes 1:5, 1:10 ou 1:20 testadas. Apos a realizacdo da contagem de
macroéfagos viaveis (Figura 14), os dados revelaram diferengas significativas, entre o
controle saudavel e as propor¢des 1:5, 1:10 e 1:20 da bactéria S.a. No estudo de
Paillard e cols. (2002), macréfagos da linhagem humana THP-1 foram infectados
com a mesma cepa que utilizamos, na proporc¢éo 1:20, nos tempos de 1, 5 e 24 h.
Apbs estes tempos, =1,5 x 10° UFC/mL, 1,5 x 107 UFC/mL e 1,7 x 108 UFC/mL,
respectivamente, foram recuperadas do lisado desses macréfagos (Paillard et al.,
2002). Em nosso trabalho, foram recuperadas 5,4 x 10* UFC/mL, 7,5 x 10% e 6,6 X
10* UFC/mL, do lisado das culturas celulares expostas as proporcdes testadas, apos

1 h de incubacdo com macréfagos murinos RAW 264.7. Em trabalho de Nguyen e
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cols. (2006), os macréfagos THP-1 foram infectados com a mesma cepa de S.a. na
proporcao 1:2, durante 5 h. A quantidade de bactérias recuperadas do lisado dessas
culturas foi 4,7 x 10° UFC/mL (Nguyen et al., 2006), o que corresponde a 8 vezes
mais bactérias, quando comparado com a quantidade de bactérias intracelulares
observadas em nosso trabalho, contendo culturas de macrofagos RAW 264.7
expostos a propor¢cao 1:5 da mesma bactéria (Figura 13).

As variacfes observadas entre os resultados obtidos em nosso trabalho e
os da literatura, podem ocorrer provavelmente, devido a fatores como diferencas na
utilizacdo da linhagem celular, diferencas de indculos (Paillard et al., 2002; Nguyen
et al.,, 2006), e do reconhecimento espécie-especifico por células humanas, que
facilita a invaséo e replicacdo dessa bactéria no hospedeiro (explorado por Strobel et
al., 2016 e Mrochen et al., 2020).

Em relacdo a viabilidade dos macréfagos expostos a bactéria P.a., no
estudo de Lima e cols. (2015), =250 e 150 macrofagos viaveis foram contabilizados
nas culturas celulares expostas as proporc¢oes 1:2 ou 1:20, respectivamente (Lima et
al., 2015), enquanto em nosso trabalho, foram contabilizados 586 e 674 macréfagos
viaveis nas culturas celulares expostas as proporc¢des 1:5 ou 1:20, respectivamente
(Figura 9). A viabilidade de macrofagos sem infeccdo nédo foi mostrada neste estudo,
mas as fotomicrografias destas culturas, sugerem que a quantidade de células néao
foi afetada, quando comparada com a quantidade de macrofagos expostos a
bactéria nas proporcdes 1:2 ou 1:20, com uma reducao evidente (Lima et al., 2015).
Além disso, a aparéncia morfolégica das culturas celulares expostas as propor¢cdes
1:2 ou 1:20 (Lima et al., 2015), consistem com a morfologia observada nas nossas
culturas de macrofagos expostas as proporcdes 1:5 ou 1:20 (Figura 11). Em outro
estudo, foi avaliada a citotoxicidade de diferentes linhagens de células epiteliais
brénquicas, expostas a diferentes cepas de P.a., durante 5 h (Torres et al., 2017).
Quando os autores inocularam a cepa PAl14 da bactéria P.a. com as células
epiteliais brénquicas da linhagem CFBE na propor¢do 1:50, =10% dessas células
foram marcadas como inviaveis por iodeto de propideo (Pl) (sendo células com a
permeabilidade comprometidas) (Torres et al., 2017), em nosso trabalho
quantificamos 51,27% de macréfagos RAW 264.7 invidveis (em relagdo ao controle
saudavel, sem infeccdo pela bactéria), quando expostos a propor¢cdo 1:50 de P.a.
ATCC 27853 durante 1 h. Os dados da quantidade de macréfagos viaveis (Figuras 9

e 10), ndo consistem com os dados obtidos por Torres e cols. (2017), e apesar desta
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variacdo entre os dados, deve-se considerar a linhagem de células epiteliais
brénquicas e a diferenca na cepa PA14 da mesma bactéria utilizada pelos autores,
diferindo da linhagem de macrofagos murinos RAW 264.7 e a cepa ATCC 27853 da
bactéria P.a. que utilizamos.

Garai e cols. (2019) avaliaram o efeito da exposicao de P.a. das cepas
PAO1 em macrofagos murinos da linhagem J774, e submeteram essas células a
diferentes tempos de infec¢cdo. Os autores infectaram os macréfagos J774 na
proporcao 1:10 com esta bactéria, e observaram uma integridade celular conservada
ap6s 1 h de incubacdo, enquanto nas culturas infectadas durante 3 h, a
homogeneidade da integridade celular foi menor (Garai et al., 2019), consistes com
as nossas observacdes, contendo culturas celulares infectadas com a bactéria nas
propor¢cdes 1:10 ou 1:100 (Figuras 15C e 15D, respectivamente). O protocolo para
invasdo de P.a. PAO1 nos macrofagos J774, se assemelha com o protocolo utilizado
em nosso trabalho e no trabalho de Lima e cols. (2015). Apesar das diferentes cepas
utilizadas entre o estudo de Garai e cols. (2019) e 0 nosso, o tempo que esses
macréfagos permaneceram integros podem ser reflexo dos diferentes perfis de
viruléncia exibidos pelas estirpes. No estudo de Holban e cols. (2013), alteracdes
expressivas foram observadas em células de linhagem humana Hela, expostas a
isolados clinicos da bactéria P.a. Os ensaios revelaram um dano celular evidente, e
algumas bactérias no meio extracelular (Holban et al., 2013), como observado em
nosso trabalho (Figura 12). Os dados mostraram que o protocolo adaptado de
Elsinghorst (1994) e Lima e cols. (2015) atenderam aos objetivos propostos com a
realizacdo dos ensaios de invasdao deste trabalho, e a proporcdo de
macrofago/bactérias definida, foi a de 1:20, como apresentado no topico 5.3 do item
Resultados.

Com relacéo a viabilidade dos macrofagos expostos a bactéria S.a., no
estudo conduzido por Koziel e cols. (2009), foi analisada a aparéncia morfologica de
macréfagos RAW 264.7, expostos a cepa Newman na proporcao 1:5 durante 2 h. As
culturas de macrofagos do estudo dos autores mostraram-se similares com as
nossas culturas celulares (Figura 15), infectadas com a proporgéo 1:5 durante 1 h. A
porcentagem média de macrofagos RAW 264.7 viaveis, marcados como PI
positivos, apresentaram uma média de 5,5 + 4,8%, enquanto a porcentagem média
dos macrofagos expostos as diferentes proporcdes testadas em nosso trabalho,

apresentaram uma variagcao entre 27,92% e 39,76% macrofagos viaveis (Figuras 14
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e 15).

Os ensaios conduzidos com o sistema transwell, teve como principal
objetivo avaliar se o co-cultivo de macrofagos RAW 264.7 infectados com L.
amazonensis, e posteriormente expostos as bactérias P.a. ou S.a. em sistema
transwell (Figuras 1 e 2), alteravam a dinamica da infeccéo, através de analises
quantitativas de porcentagem de infeccdo, numero de amastigotas/macréfago
infectado, IF, quantidade de macréfagos viaveis em 20 campos, e a morfologia das
co-culturas celulares (Figuras 17 - 21). Dados reportados na literatura até o
momento, ndo avaliaram a infeccdo com L. amazonensis, e exposicao a bactérias de
maneira sequencial, como realizamos em nosso trabalho. Sendo assim, as situagdes
experimentais que dardo efeito comparativo, sdo as de culturas de macrofagos
infectadas com L. amazonensis nas propor¢cfes 1:10 ou 1:20, sem a exposicao as
bactérias (Figuras 21B e 21E). A porcentagem de macréfagos infectados nessas co-
culturas foi de 55,17% e 65,17% (Figura 17); e 2,88 e 3,89 amastigotas/macréfago
infectado (Figura 18), respectivamente.

Dados reportados na literatura, revelaram variacdo quando comparados
com os parametros analisados em nosso trabalho. No estudo de Nadaes e cols.
(2020), os autores infectaram a mesma linhagem de macréfagos que utilizamos em
nosso trabalho, com uma cepa diferente de L. amazonensis durante 24 h, e ap0s
este tempo, as culturas de macréfagos exibiram uma porcentagem média de
infeccdo de 23%, e 1,9 amastigotas/macréfagos infectado; enquanto no tempo 48 h,
as culturas exibiram uma porcentagem de infeccdo de 10% e 1,3
amastigotas/macréfago infectado. Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c
infectados na propor¢cdo 1:3 com amastigotas isoladas de lesdes ativas destes
animais, exibiu uma porcentagem de infeccdo de =96%, e em média 6
amastigotas/macrofago infectado, entre os tempos de 24, 48 e 72 h (Ayres; Marcuci;
Giorgio, 2007).

No estudo de Garcia e cols. (2017), os autores utilizaram a mesma
linhagem de macrofagos que utilizamos em nosso trabalho, e uma cepa diferente de
L. amazonensis, e realizaram infecgcdo das culturas celulares na proporgéao 1:10
durante 48 h. Os achados deste estudo revelaram uma porcentagem média de
macrofagos infectados de =60% e 2,4 amastigotas/macrofago infectado (Garcia et
al., 2017). Estes resultados sugerem, que apesar da utilizacdo de uma cepa

diferente de L. amazonensis, 0s autores obtiveram uma porcentagem média e
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guantidade média de amastigotas/macréfago infectado, semelhante da encontrada
em nossas quantificacdes, contendo culturas celulares infectadas com a mesma
espécie do parasita na propor¢do 1:10 (Garcia et al., 2017). Estes dados foram
suportados por Neris e cols. (2020), onde os autores utilizaram as mesmas
linhagens e cepas de macréfagos e parasitas, que utilizamos em nosso trabalho. Os
dados dos autores, revelaram uma porcentagem média de macrofagos infectados de
53 + 2,5%, e 4,5 + 0,02 amastigotas/macrofago infectado no tempo de 24 h de
infeccdo; e 25 + 4,5% de macroéfagos infectados e 3,2 + 1,1 amastigotas/macréfago
infectado, no tempo de 48 h de infec¢do (Neris et al., 2020). Os dados obtidos por
Garcia e cols. (2017); e Neris e cols. (2020), sédo consistentes com os dados obtidos
em nosso trabalho (Figuras 17 e 18).

Posteriormente, a viabilidade das culturas de macrofagos foi verificada
através da contagem dos mesmos (Figuras 20 e 21). Dados reportados na literatura,
demonstraram que pode haver uma diminuicdo na viabilidade de macrofagos
infectados com as espécies L. amazonensis ou L. major, dado pelo aumento de
proteinas relacionadas com a via autofigica de macr6fagos peritoneais de
camundongos CBA, apo6s 24 h de infeccdo destas culturas celulares (Dias et al.,
2018). As fotomicrografias reportadas por Holzmuller e cols. (2002) apresentaram
uma morfologia semelhante da encontrada em nosso trabalho, nas culturas controle
(contendo macrofagos sem infeccdo), e culturas de macréfagos infectadas com o
parasita nas proporcbes 1:10 ou 1:20 (Figuras 21A, 21B e 21E). Diminuicdes
significativas na quantidade de macrofagos viaveis das co-culturas infectadas com L.
amazonensis nas proporcdes 1:10 ou 1:20, e expostas a bactéria P.a. ou S.a. foram
observadas, e 0 motivo desta diminuicdo pode ser explicado pela migracdo e a
subsequente presenca destas bactérias em contato com os macrofagos infectados
com L. amazonensis. Este evento pode ter diminuido a viabilidade dos macrofagos
(Figuras 21C, 21D, 21F e 21G).

Apés a realizacdo dos ensaios conduzidos com o sistema transwell, foi
constatado que estas bactérias migraram do compartimento superior para o0
compartimento inferior, através do microporos PES de 0,4 ym de tamanho da
membrana dos insertos, evidentemente, de maneira inesperada. Fato evidenciado
tanto pelo plagueamento dos sobrenadantes das co-culturas celulares do
compartimento inferior (Figura 22), quanto pelas fotomicrografias dos macrofagos

infectados com o parasita, onde foi possivel observar as bactérias baciliformes
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Gram-negativas (correspondentes a espécie P.a.), e 0s cocos Gram-positivos
(correspondentes a espécie S.a.) (Figura 21). O intuito da utilizacdo do sistema
transwell, foi estabelecer um co-cultivo das bactérias entre o compartimento superior
e o inferior, desta forma, as bactérias estabeleceriam uma comunicagao
independente de contato fisico com os macréfagos previamente infectados com L.
amazonensis, no compartimento inferior. O tamanho de ambas as bactérias em que
utilizamos, sdo maiores do que os microporos de 0,4 uym de tamanho dos insertos
que utilizamos, sendo P.a. com cerca de 1,5 e 3,0 ym de comprimento por 0,5 e 0,7
pMm de altura (De et al., 2010; Gaveau et al., 2017); e S.a. com diametro entre 0,5 e
1,0 ym (Jardeleza et al., 2011; Zajmi et al., 2015).

No trabalho Hasegawa e cols. (2003), foi demonstrado que cepas das
bactérias Serratia marcescens, K. pneumoniae, E. coli, B. subtilis, Listeria
monocytogenes, 4 cepas de P.a. incluindo a ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923,
sendo as duas ultimas cepas, as mesmas que utilizamos em nosso trabalho, podem
translocar através de membranas porosas de 0,22 ym, 0,3 ym e 0,45 ym de
tamanho, sob condigbes convencionais de filtragem a vacuo, das culturas
bacterianas em suspensdo em meio de cultura. Os autores demonstraram que o
tempo minimo para as bactérias P.a. ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923 translocarem
através da membrana porosa de 0,45 ym, foi 10 h e 96 h, respectivamente
(Hasegawa et al., 2003), e 0o tempo necessario para essa passagem ocorrer, foi
aumentando conforme o tamanho dos microporos diminuiram, provavelmente
refletido pela resposta da célula bacteriana ao tamanho dos microporos menor do
que o tamanho comum da bactéria e a espessura da membrana do filtro. Dados
semelhantes reportados por Gaveau e cols. (2017), demonstraram que a
translocacéo de E. coli CIP 54124, P.a. CIP 103467, e S.a. CIP 53154 pode ocorrer
através de membranas porosas de 0,4 ym de tamanho por 20 um de espessura,
durante procedimentos de filtracdo a vacuo das culturas bacterianas. As analises de
microscopia eletrénica de varredura empregada pelos autores, evidenciaram as
bactérias no momento da translocacao através das membranas porosas (Hasegawa
et al., 2003; Gaveau et al., 2017).

As bactérias P.a. e S. marcescens sdo conhecidas pela producdo de
proteinases, exoenzimas presentes no biofiime e que podem estar envolvidas na
destruicdo de estruturas poliméricas, sdo possivelmente, protease alcalina ou

elastases A e B (Zhu et al., 2021); ou ainda, lipases PagL, LipA, EstA, peptidases
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PepA, PasP, MucD, e metaloproteinase LasA, envolvidas na patogenicidade de P.a.
(Couto et al., 2015), e que provavelmente, permitem a passagem das bactérias
através de membranas porosas (Hasegawa et al., 2003). Novos estudos s&o
necesséarios para elucidacdo das moléculas responsaveis pela destruicdo dessas
estruturas poliméricas.

No trabalho de Gaveau e cols. (2017), foi proposto um modelo de
transferéncia das bactérias através das membranas porosas, assumindo que a
seletividade da membrana sob as bactérias € controlada principalmente, por um
mecanismo de deformacdo substancial do alongamento celular, permitindo que
bactéria penetre dentro dos microporos cilindricos de diametro de 0,4 pm de
tamanho, e entdo, migre através do filtro. Esse modelo proposto compara a forga
motriz fornecida pelo processo de filtracdo (devido ao gradiente de pressédo sob a
membrana) e a forca necessaria para alongar o envelope bacteriano que define a
entrada da bactéria dentro do poro, propondo desta forma, uma explicacdo para o
mecanismo de plasticidade das bactérias (Gaveau et al., 2017).

De acordo com os resultados obtidos com as nossas condi¢cdes
experimentais (Figuras 1, 2, 17 - 22), sugerimos as seguintes possiveis variaveis
para explicar a translocacao das bactérias P.a. e S.a. pelos microporos de 0,4 um de
tamanho do sistema transwell: 0 meio de cultura RPMI-1640 suplementado com
SFB, fornece um ambiente nutritivo que pode ter viabilizado a disseminacdo e
crescimento das bactérias sob a monocamada de macréfagos RAW 264.7
previamente infectados com L. amazonensis; as bactérias foram inoculadas no
sistema transwell em sua fase logaritmica de crescimento (D.O.soonm 0,6), 0 que
pode ter facilitado a sua proliferacdo no meio de cultura dos macrofagos; as
bactérias foram capazes de proliferar sob os macrofagos infectados com o parasita,
resultando no efeito observado nos nossos ensaios (Figuras 21 e 22). De acordo
com 0s mecanismos propostos pelos autores (Gaveau et al., 2003; Hasegawa et al.,
2017) para explicar a translocacdo bacteriana, ha um possivel envolvimento
conjunto de fenbmenos e processos fisico-quimico-biolégicos, tais como as
hipoteses das proteinases de bactérias presentes no biofilme bacteriano (Couto et
al., 2015), que podem estar envolvidas na degradacao de polimeros, e 0 mecanismo
de deformacgé&o e alongamento da bactéria.

Posto isto, como alternativa para avaliar a influéncia da presenca de

bactérias durante a infeccdo de macrofagos com L. amazonensis, optamos por
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utilizar as POMVs e SEVs, como forma de mimetizar a presenca destes micro-
organismos nas co-culturas celulares. Desta forma, as POMVs e SEVs foram
isoladas, purificadas e caracterizadas quanto ao seu diametro e concentracado, em
quantidade de particulas/mL. Os ensaios de macré6fagos da linhagem murina RAW
264.7 infectados com L. amazonensis e inoculados com as POMVs ou SEVs foram
conduzidos, e posteriormente, ndo observamos contaminacdes por bactérias nas
culturas celulares, com a utilizagdo destas estruturas bacterianas (Figuras 32 e 34).
As POMVs e SEVs utilizadas nesse trabalho, representam um sistema de secrecéo
bacteriana extremamente sofisticado, que permite que as bactérias transportem uma
ampla variedade de compostos ou estruturas e, portanto, facilitam a rapida
adaptacao das populagbes microbianas a mudancas nas condi¢cdes ambientais ou
protecdo contra fatores adversos (Toyofuku; Nomura; Eberl, 2019).

Dados reportados na literatura, mostraram variacées nos diametros de
POMVs (Siqueira et al., 2014; Couto et al., 2015; Bitto et al.,, 2021; Augustyniak;
Olszak; Drulis-Kawa, 2022). Em nosso trabalho, o didmetro médio das POMVs
obtidas foi 124,1 nm (Figuras 23A, 24A e 26A). Diferengcas foram notadas no
tamanho das OMVs de isolados clinicos de P.a., apresentando um diametro de =50
nm (Siqueira et al., 2014), e as vesiculas da cepa PAO1l da mesma bactéria,
apresentaram um diametro variando entre 25 — 85 nm (Couto et al., 2015; Pérez-
Cruz et al., 2015; Metruccio et al., 2016; Hadadi-Fishani et al., 2021; Augustyniak;
Olszak; Drulis-Kawa, 2022). Dados semelhantes com os achados do nosso trabalho
(Figura 23A) foram encontrados, com diametros das OMVs de =150 nm da cepa
PAQO9505 (Bitto et al., 2021), e 180 nm da cepa PAO1 (Ayed et al., 2019; Zhang et
al., 2020; Paulsson et al., 2021) de P.a. Com relacdo a concentracdo de vesiculas
em suspensdo, em nosso trabalho, foram quantificadas 3,88 x 10! particulas/mL
(Figura 23A), em outros estudos utilizando diferentes cepas, foram quantificadas
=5,9 x 10° OMVs/mL (Zhang et al., 2020), 5 x 108 OMVs/mL (Paulsson et al., 2021),
e 8 x 10° OMVs/mL de P.a. (Bitto et al., 2021).

Os dados da literatura apresentaram variagbes quando comparado com
0s obtidos em nosso trabalho. O diametro médio das SEVs obtidas em nosso
trabalho foi 180,6 nm (Figuras 23B, 24B e 26B); no trabalho de Gurung e cols.
(2011), foi utilizada a mesma cepa de S.a. e meio de cultura (ATCC 25923 e LB
caldo, respectivamente), e o tamanho das vesiculas obtidas pelos autores atingiram

tamanho médio semelhante do encontrado em nosso trabalho (Figura 23B), de 130
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nm. O primeiro relato de secrecdo de EVs por S.a. foi reportado com a cepa ATCC
14458, e as vesiculas desta cepa apresentaram um tamanho médio de 100 nm (Lee
et al., 2009), dados confirmados posteriormente por Hong e cols. (2011), utilizando a
mesma cepa. No estudo de Luz e cols. (2022), observou-se o mesmo diametro do
observado por Lee e cols. (2009) e Hong e cols. (2011), com a cepa HG003 de S.a.
A cepa JE2 da mesma bactéria, exibiu a producdo de EVs com um diametro médio
de 90 nm (Wang et al., 2018). Foi demonstrado experimentalmente, que o meio de
cultura utilizado pode influenciar na distribuicdo de tamanhos das EVs produzidas
por S.a. MSSA476 (Askarian et al., 2018). Neste estudo, os autores observaram que
as bactérias cultivadas em meio LB exibiram EVs duas vezes maiores (46,6 £ 5,9
nm) do que as EVs obtidas do cultivo em meio de cultura BHI (24,4 £ 2,8 nm)
(Askarian et al.,, 2018). A quantidade de SEVs encontrada em nosso trabalho,
coincide com dados de Luz e cols. (2022), onde as EVS da cepa HG003 de S.a.,
revelaram uma quantidade de 1,3 x 10*! particulas/mL, enquanto em nosso trabalho,
quantificamos 4,15 x 10%! particulas/mL (Figura 23B). No estudo de Wang e cols.
(2018) foram quantificadas 1,5 x 10° particulas/mL da cepa JE2 da mesma bactéria.

Com base nas comparacdes dos dados da literatura com os dados
obtidos em nosso trabalho, sugerimos que as condicbes de cultivo a que as
bactérias foram submetidas, interfere diretamente no perfil de producédo de vesiculas
e concentracdo de proteinas (Figura 25), podendo-se destacar como o principal fator
destas variacoes, a utilizacdo de diferentes cepas de bactérias (isolados clinicos ou
cepas de colecdes), estagio de proliferacdo (inicial, logaritmico, estacionario ou em
declinio), utilizacdo de diferentes meios de culturas (BHI, LB, MH, TSA, TSB),
temperatura e pH, adicdo de antibidticos (Siqueira et al., 2014; Wang et al., 2018;
Hadadi-Fishani et al., 2021), tamanho das vesiculas que atravessam o filtro
seletivamente durante 0 processo de isolamento, utilizacdo de mutantes
hipervesiculados ou deficientes em sintese de proteinas. Segundo Bitto e cols.
(2021), a concentracdo de proteinas das vesiculas inferida pelo método de Bradford,
varia significativamente entre os ensaios de proteina utilizados (Lowry, BCA
(bicinchoninic acid assay), ou Qubit), e mesmo em um mesmo ensaio podem ocorrer
variacfes nas quantificacdes de proteinas de vesiculas produzidas por diferentes
espécies bacterianas.

Os dados de nosso trabalho mostraram, que quando culturas de
macrofagos RAW 264.7 incubadas com POMVs ou SEVs durante 24 h, sem
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infeccdo pelo parasita, a viabilidade nao foi prejudicada, com excecdo das culturas
de macréfagos expostas as POMVs na proporcéo 1:1, que exibiram uma quantidade
de macrofagos significativamente menor (Figura 30). Apesar da viabilidade néo ter
sido prejudicada, a estrutura morfologica das culturas celulares expostas as POMVs
ou SEVs foi alterada consideravelmente (Figura 32), quando comparada com a
morfologia de macrofagos sem infeccdo pelo parasita e sem exposicdo a essas
vesiculas (Figura 32A). As alteracbes morfolégicas observadas (Figura 32),
sugerimos que os PAMPs contidos no interior dessas vesiculas, tenham interagido
com os receptores de superficie dos macrofagos (como TLRsS), que desencadeiam
um comprometimento da homeostase celular e resposta inflamatéria como
consequéncia (Figuras 36 e 37) (Askarian et al., 2018; Bittel et al., 2021). Foi
demonstrado que OMVs de N. gonorrhoeae, incubadas com macréfagos derivados
da medula 6ssea de camundongos da linhagem C57BL/6, induzem a alteracdes
morfologicas, apds 32 h de incubacdo com esta bactéria Gram-negativa (Deo et al.,
2020). No trabalho de Deo e cols. (2020), foi evidenciada uma diminuicdo na
viabilidade das culturas celulares através da intensidade de marcadores especificos
para caspases-3/7 ativas (CellTracker Green), DNA danificado (DRAQ7) e para o
potencial de membrana mitocondrial comprometido (TMRM - tetramethylrhodamine
methyl ester). Em outro estudo conduzido com macréfagos da linhagem J774A.1
incubados com EVs de Rhodococcus equi durante 1 h, foram evidenciadas
alteracdes morfologicas destas culturas celulares, quando comparadas com as
culturas do controle, sem exposicao as vesiculas (Xu et al., 2022).

Os mondécitos e macréfagos sdo células do SFM (Sistema Fagocitico
Mononuclear) conhecidos por modular a resposta imune do hospedeiro contra
infeccbes através da fagocitose, apresentacdo de antigeno, e producdo de
mediadores inflamatérios, como NO e citocinas (Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015;
Xue et al., 2018). Culturas celulares tém mostrado altas concentracdes de INOS
(6xido nitrico sintase) e citocinas pro-inflamatérias como IL-13, TNF-a, IL-8, IL-6, and
MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1a), que servem para promover a
inflamacé&o e recrutar mais células do sistema imune até o sitio da infeccao/injuria. A
familia da IL-1 € um contribuinte significante para a inflamacéo e modulacao do perfil
de resposta, e a sua maturacao e secrecao € mediada por complexos multiproteicos
denominados como inflamassomos, que sédo encontrados no citosol de células

mieloides (Martinon; Burns; Tschopp, 2002). As vesiculas bacterianas sé&o
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conhecidas por se ligarem a células de mamiferos e serem rapidamente
internalizadas, entregando PAMPs tanto para a superficie celular, como para os
receptores citosolicos (Ellis; Leiman; Kuehn, 2010). Existem muitas classes de
inflamassomos, incluindo subconjuntos NLRP1, NLRP3 e NLRC4 (NLR contendo
dominio CARD — Caspase Activation and Recruitment Domain), dos quais o NLRP3
€ 0 mais estudado (He; Hara; Nufiez, 2016).

Em estudo de Xu e cols. (2022), macrofagos J774A.1 incubados com EVs
de R. equi, foi demonstrado que a internalizacdo dessas vesiculas desencadeia uma
resposta inflamatéria mediada pelas vias TLR2, NF-kB (Nuclear transcription Factor-
Kappa B), e MAPK (Mitogen-activated Protein Kinase), devido aos componentes
imunoestimulatérios que as vesiculas dessa bactéria exerceram nas culturas
celulares (Xu et al., 2022). No estudo de Deo e cols. (2020), foi demonstrado que
OMVs de N. gonorrhoeae, E. coli e P.a., incubadas com os macréfagos derivados da
medula, induzem regulacdo positiva de proteinas apoptoticas BAX (BCL-2 (B Cell
Lymphoma 2) associated X Protein) e BAK (BCL-2 Antagonistic Killer). Como
consequéncia, essas proteinas desencadeiam uma disfuncdo mitocondrial, ativacédo
das caspases-3/7 e inflamassoma NLRP3, alta producdo das citocinas inflamatorias
IL-18 e TNF-a e apoptose destes macrofagos (Deo et al., 2020). Dados consistentes
com os achados de Xu e cols. (2022), e Deo e cols. (2020), foram observados com
linhagens de células epiteliais brénquicas humanas e OMVs de P.a. cepa PAl4
(Bomberger et al., 2009). De acordo com o modelo proposto por estes autores, as
OMVs dessa cepa de P.a. se difundem com a membrana da célula hospedeira, e
liberam fatores de viruléncia de maneira dependente da via dos filamentos de actina,
e por consequéncia, sdo capazes de induzir alta citotoxicidade conferida por Cif
(Cycle Inhibiting Factor), fosfatase alcalina e B-lactamase, apos 24 h de incubagéo
com essas vesiculas (Bomberger et al., 2009).

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos RAW 264.7 expostos as
POMVs ou SEVs durante 24 h, sem infec¢cdo pelo parasita, foram coletados e
armazenados para as quantificacdes de nitrito e citocinas (Figuras 36 - 38). A
producgéo de nitrito das culturas celulares expostas as POMVs nas propor¢des 1:1,
1:10 ou 1:100 durante 24 h, exibiram concentracbes médias de 0,084 uM, 0,090 uM
e 0,121 pM, respectivamente (Figura 36A). Dados reportados na literatura sugerem
gue o NO pode ser regulado por citocinas, dependendo de sua concentragéo (Xue et

al., 2018). Até o momento, ndo foram encontrados trabalhos na literatura reportando
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quantificacdo de nitrito em culturas celulares expostas a POMVs ou SEVs, para
efeito comparativo. Dados da literatura demonstraram que o inéculo de P.a. PAO1
em macrofagos alveolares da linhagem MH-S, induziu uma producédo de =38 uM
deste mediador inflamatoério nas culturas infectadas com esta bactéria na proporgcédo
1:10 (Li et al., 2015). Em outro estudo, foi reportada a produgcdo de nitrito em
culturas de macréfagos RAW 264.7 expostas a 50 pg/mL de OMVs de
Porphyromonas gengivalis W83 durante 12 h (Imayoshi; Cho; Kaminishi, 2011).
Apébs este tempo de incubacdo das culturas celulares com estas vesiculas, a
concentracdo de nitrito foi de =5 pmol (picomol). A partir dos resultados obtidos por
estes estudos, podemos concluir que culturas celulares expostas a bactérias inteiras
(Li et al., 2015), ou mesmo OMVs produzidas por Gram-negativas (Imayoshi; Cho;
Kaminishi (2011), sdo capazes de induzir uma resposta celular mediada por iNOS,
como um possivel mecanismo efetor para combater infeccdo ou exposicdo a
produtos microbianos, com potencial imunogénico e imunoestimulatorio (Ellis et al.,
2010; Couto et al., 2015).

Com relacdo a producdo de nitrito das culturas celulares expostas as
SEVs nas proporgdes 1:1, 1:10 ou 1:100 durante 24 h, nossos resultados exibiram
concentracbes médias de 0,082 uM, 0,082 uM e 0,086 uM, respectivamente, (Figura
36A). Dados da literatura demonstraram que as EVs de S.a. podem carregar e
transportar importantes fatores de sobrevivéncia e viruléncia bacteriana, como (-
lactamases, toxinas e proteinas associadas a adesao bacteriana as células
hospedeiras, que podem desencadear a producdo de citocinas e promover
inflamacéo tecidual (Gomez-Chavez et al., 2021). Foi demonstrado que as enzimas
catalase e superéxido dismutase presentes nas EVs de S. epidermidis ATCC12228
podem participar da atenuacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Gomez-Chavez et al., 2021), bem como a regulacdo negativa deste importante
mediador microbicida, por citocinas (Xue et al., 2018). Nossos dados mostram
conclusivamente, que a producao de nitrito tanto pelas culturas de macréfagos RAW
264.7 expostas as SEVs, quanto pelas culturas expostas as POMVs, houve uma
baixa producdo deste mediador (Figura 36A). A resposta inflamatéria dessas
culturas celulares pode ter ocorrido através de outros mecanismos efetores, como
producdo de citocinas (Figura 37), como demonstrado por outros trabalhos da
literatura (Gurung et al., 2011; Holban et al., 2013; Askarian et al., 2018; Wang et al.,
2018).
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As culturas de macréfagos expostas as POMVs nas proporgdes 1:1, 1:10
ou 1:100 durante 24 h, sem infeccao prévia pelo parasita (Figuras 32B - 32D e 37),
revelaram concentracdes meédias de 21.362,2 pg/mL, 20.171 pg/mL e 15.576,8
pg/mL, respectivamente, da citocina TNF-a (Figura 37A); e 2,41 pg/mL, 6,93 pg/mL
e 27,80 pg/mL, respectivamente, da citocina IL-18 (Figura 37D). As culturas
celulares expostas as SEVs nas proporc¢des 1:1, 1:10 ou 1:100 durante 24 h, sem
infeccdo prévia pelo parasita (Figuras 32E - 32G e 37), exibiram concentragdes
médias de 8.599 pg/mL, 13.828,7 pg/mL e 16.291,6 pg/mL, respectivamente, da
citocina TNF-a (Figura 37A); e 1,86 pg/mL, 2,84 pg/mL e 2,65 pg/mL,
respectivamente, da citocina IL-1B (Figura 37D). Nossos dados ndo sao consistentes
com os reportados por Deo e cols. (2020), com concentracdes médias de =460
pg/mL de TNF-a, e =180 pg/mL de IL-1B. Este fato pode estar associado
provavelmente, devido as diferentes variaveis empregadas pelos autores, como a
utilizacdo de macrofagos derivados da medula de camundongos, e POMVs da cepa
K (Deo et al.,, 2020). Outros trabalhos apresentaram variacbes na producdo de
citocinas, quando foram utilizadas linhagens de macréfagos J774A.1, e EVs da
bactéria Gram-positiva R. equis (Xu et al., 2022).

Com relacao as co-culturas de macréfagos RAW 264.7 incubadas com as
POMVs e SEVs durante 24 h com macréfagos previamente infectados com L.
amazonensis, 0os dados sugerem uma interferéncia na porcentagem de macrofagos
infectados, numero de amastigotas/macréfago infectado, IF, viabilidade e na
estrutura morfolégica das células (Figuras 27 - 29, 33, 34, respectivamente). Os
fatores de viruléncia dessas vesiculas, podem induzir uma resposta celular
inflamatoria exacerbada, ativando vias apoptoéticas de macrofagos infectados pelo
parasita. Em concluséo, nossos dados mostram que as POMVs ou SEVs incubadas
em co-culturas de macrofagos RAW 264.7 previamente infectadas com L.
amazonensis, levou a reducdes significativas no numero de amastigotas e IF
(Figuras 28 e 29, respectivamente), sugerimos que o0 mecanismo leishmanicida pode
nao ter sido iINOs-dependente (Figura 36B), mas sim, através de outros mecanismos
efetores relacionados a TNF-q, IL-6 e IL-1B (Figura 38).

Em nosso trabalho, as concentragdes de nitrito das co-culturas celulares
infectadas com L. amazonensis e expostas as POMVs nas propor¢des 1:1, 1:10 ou
1:100, exibiram concentracbes médias de 0,101 pM, 0,101 pM e 0,080 uM,

respectivamente (Figura 36B). As concentracdes meédias de producéo de nitrito das
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co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas as SEVs nas
propor¢cdes 1:1, 1:10 ou 1:100, foi de 0,078 upM, 0,081 uM e 0,083 pM,
respectivamente, (Figura 36B). Apesar das concentragbes significativamente
maiores de nitrito das co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e
expostas as POMVs nas propor¢des 1:10 ou 1:100, quando comparados com as
concentracdes de nitrito das co-culturas de macrofagos infectadas pelo parasita e
expostas as SEVs nas mesmas propor¢cdes, constatamos que estas co-culturas
celulares exibiram uma baixa producao deste mediador, e que provavelmente houve
uma influéncia direta da presenca das vesiculas nessas co-culturas (Figura 36B).
Fato suportado pelas co-culturas infectadas pelo parasita, sem exposicdo as
vesiculas, que exibiram niveis significativamente maiores, quando comparados com
0s niveis de nitrito das co-culturas que foram infectadas pelo parasita e expostas as
vesiculas em diferentes proporcdes (Figura 36B).

No estudo de Neris e cols. (2020) foi reportada a producdo de nitrito em
co-culturas de macrofagos apenas infectadas com L. amazonensis, ou estimuladas
com LPS 100 ng/mL, sem exposicdo a vesiculas de bactérias. Em trabalho de
Linares e outros (2000), culturas de macrofagos peritoneais estimuladas antes ou
depois da infeccdo por L. amazonensis com LPS 10 ng/mL ou IFN-y 100 U/mL,
exibiram produgéo de nitrito. Dados semelhantes foram obtidos por Degrossoli e
cols. (2007) em macréfagos da linhagem da J774 estimulados com LPS ou IFN-y.
Como discutido anteriormente, ndo ha dados reportados na literatura de infeccéo de
co-culturas celulares com o parasita e exposicdo as POMVs ou SEVs, como
realizamos em nossos ensaios. De fato, nossos dados de producéo de citocinas
(Figura 38), mostram que essas culturas celulares infectadas pelo parasita e
expostas as vesiculas, exibiram um perfil inflamatério mediado por citocinas. Em
relacdo a producgdo de citocinas, observamos um perfil inflamatério, suportado pela
concentracdo de TNF-a, IL-6 e IL-1B (Figura 38A, 38B e 38D, respectivamente),
especialmente nas co-culturas celulares infectadas com L. amazonensis e expostas
as POMVs nas proporgdes 1:1 ou 1:10 (Figura 38).

Concluimos que ha uma possivel polarizacdo da resposta de macréfagos
infectados para um perfil inflamatorio do tipo M1, induzido pela presenca das
POMVs ou SEVs. E apontam para uma influéncia na dinadmica de infeccéo desses
macréfagos infectados com L. amazonensis. Evidentemente, as POMVs e SEVs

exercem um papel na ativacdo tanto de macréfagos néo infectados, quanto de
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macrofagos infectados pelo parasita, pois estas estruturas conhecidamente
carregam e entregam 0 seu conteddo imunogénico para o interior da célula
hospedeira (Bitto et al., 2017). Essas vesiculas podem servir futuramente como
importantes candidatos vacinais, desde que a sua caracterizacao fisico-quimica-
biologica seja feita, bem como a selecdo de componentes imunoestimulatorios e
imunogénicos, para a geracdo de uma imunidade de memoria efetora.

Prospeccoes futuras incluem a investigagcdo do conteudo no interior das
POMVs (Choi et al., 2011; Couto et al., 2015), SEVs (Lee et al., 2009), EVs de L.
amazonensis e de macréfagos, através de técnicas como MALDI-ToF-MS (Matrix-
assisted Laser Desorption/lonization-Time-of-Flight-Mass Spectrometry), que podem
auxiliar nas investigacfes acerca da composicdo de vesiculas de membrana, como
importantes alvos para utilizacdo de plataformas vacinais (Gurung et al., 2011;
Askarian et al., 2018; Irene et al., 2019).

7. Concluséo

Portanto, com base nos dados coletados, pode-se concluir que:
o O cultivo das bactérias P.a. ATCC 27853 e S.a. ATCC 25923 foi
satisfatoriamente estabelecido nos meios de cultura LB agar e LB caldo;
o Foram realizadas as curvas de proliferacdo das bactérias P.a. e S.a.,, e 0
tempo para ambas atingirem a D.O.s0onm 0,6 foi determinado;
o Os ensaios de invasdo das bactérias P.a. ou S.a., em macrofagos murinos
RAW 264.7 foram conduzidos, e a propor¢cdo de macrofago:bactérias foi
determinada satisfatoriamente;
o A translocacgéo das bactérias P.a. e S.a., durante a realizacdo dos ensaios de
infeccdo de macréfagos RAW 264.7 com L. amazonensis em sistema transwell, foi
confirmada apds plagueamento dos sobrenadantes das co-culturas celulares e a
visualizacdo das bactérias sob o microscoépio;
o Foi realizado o isolamento e purificagdo de POMVs e SEVs. Os dados do
tamanho e quantidade das vesiculas sdo consistentes com os dados reportados na
literatura;
o Os tamanhos das POMVs e SEVs foram confirmados por microscopia
eletronica de transmissao, e sao consistentes com tamanhos de POMVs e SEVs

reportados na literatura;
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o Os ensaios de exposicdo as POMVs e SEVs em macrofagos previamente
infectados com L. amazonensis, demonstraram que houve diminuicdo significativa
na porcentagem de macréfagos infectados;

o Os dados sugerem que houve uma diminuicdo significativa na quantidade de
macrofagos viaveis, nas situacdes experimentais com culturas celulares infectadas
com o parasita, e posteriormente expostas as POMVs ou SEVs;

o Os dados sao sugestivos para um possivel envolvimento das vias dos
inflamassomas (NLRP) e da cascata das caspases, na diminuicdo da viabilidade dos
macréfagos expostos as vesiculas de POMVs ou SEVs;

o As vesiculas sdo capazes de desencadear producdo da citocina inflamatéria
IL-18 e TNF-a (inflamatdrias).
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Anexo 1- Certificado de aprovacédo do uso de animais pelo CEUA/UNICAMP

CERTIFICADO CEUA n° 264/2021

v

¥ -

CEUAJUNICAMP

N

)

uNICAMB

CERTIFICADO
Certificamos que a proposta intitulada Pesquisa de bactérias em lesées leishmaniéticas
murinas, registrada com o n°® 5904-1/2021, sob a responsabilidade de Prof. Dr. SELMA
GIORGIO e Marina Floro e Silva, Guilherme Augusto Sanches Roque, que envolve a

producao, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de
acordo com os preceitos da LEI N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece
procedimentos para o uso cientifico de animais, do DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO
DE 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentagao Animal (CONCEA), tendo sido aprovada pela Comissao de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP, em reuniao
de 18/11/2021.

Finalidade: () Ensino ( X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia do projeto: 11/12/2021 a 11/12/2022

Vigéncia da autorizacdo para manipulacao | 18/11/2021 a 11/12/2022

animal:

Espécie / linhagem/ raca: Camundongo isogénico / Balb/c

No. de animais: 50

Idade/Peso: 6.00 Semanas / 25.00 Gramas

Sexo: 50 Fémeas

Origem: CEMIB Unicamp

Biotério onde serdo mantidos os animais: Biotérios da Parasitologia, DBA,
IB/UNICAMP

A aprovacao pela CEUA/UNICAMP néao dispensa autorizacdo a junto ao
IBAMA SISBIO ou ClIBio e é restrita a protocolos desenvolvidos em biotérios e
laboratdrios da Universidade Estadual de Campinas.

Campinas, 30 de novembro de 2021.

Prof. Dr. Wagner José Favaro Rosangela dos Santos

Presidente Secretéria Executiva

IMPORTANTE: Pedimos atengio ao prazo para envio do relatério final de ativi e aestep lo: até 30 dias apés o encerramento de sua

vigéncia. O formulario encontra-se disponivel na pagina da CEUA/UNICAMP, areado i ponsavel. Anao ap Gao de relatorio no prazo
impedira que novos pi sejam

Documento assinado. Verificar autenticidade em sigad.unicamp.br/iverifica
Informar codigo 382B05B7 CA37406A A4E9FDBF 4828CC4A



Documento assinado eletronicamente por WAGNER JOSE FAVARO, PRESIDENTE CEUA/UNICAMP, em 03/12/2021, as
07:03 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugédo GR 54/2017.

Documento assinado eletronicamente por ROSANGELA DOS SANTOS, SECRETARIA EXECUTIVA DA
CEUA/UNICAMP, em 02/12/2021, as 14:29 horas, conforme Art. 10 § 2° da MP 2.200/2001 e Art. 1° da Resolugédo GR
54/2017.

A autenticidade do documento pode ser conferida no site: "'
sigad.unicamp.br/verifica, informando o cédigo verificador: é ,é
382B05B7 CA37406A AAE9FDBF 4828CC4A . W
-
UNICAMP

SIGAD
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Anexo 2 — Direitos Autorais

Declaracéo
As copias de artigos de minha autoria ou de minha co-autoria, ja publicados ou
submetidos para publicagdo em revistas cientificas ou anais de congressos
sujeitos a arbitragem, que constam da minha Dissertacdo/Tese de
Mestrado/Doutorado, intitulada Efeito da interacdo de macréfagos co-
cultivados com Leishmania amazonensis e bactérias no controle da
infeccdo parasitaria, ndo infringem os dispositivos da Lei n° 9.610/98, nem o

direito autoral de qualquer editora.

Campinas, 06 de janeiro de 2023.

/919 /4/74"7’7‘117 /1/% F o/ e
/

Nome do(a) autor(a): Pedro Henrique Gallo Francisco
RG n° 45.703.959-0

Assinatura:

Jop S

Nome do(a) orientador(a): Selma Giorgio
RG n°12.944.441-8

Assinatura:

Assinatura;

Nome do(a) coorientador(a): Marcelo Brocchi
RG n©18.425.191-6
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