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RESUMO

INTRODUGCAO: A Leishmaniose é uma doenca infecto-parasitaria causada por
protozodrios do género Leishmania e é considerada um problema de saude publica
no Brasil e no mundo. Apresenta um amplo espectro de formas clinicas, sendo a
Leishmaniose Visceral (LV) a mais grave. No Brasil, a LV tem como agente etioldgico
a Leishmania infantum, sendo caracterizada por febre alta, perda de peso,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e hemorragia nos casos mais graves. Os
neutréfilos tém demonstrado ter um papel importante na imunopatogénese da
Leishmaniose, sobretudo na LV. Sabe-se que diferentes vias de morte celular podem
ser ativadas em neutrdfilos, influenciando o curso da infeccdo por diferentes
patdgenos. A necroptose, uma via de morte regulada, € canonicamente ativada em
auséncia de caspase 8, possui caracteristicas pro-inflamatorias e tem sido descrita no
contexto de doencas infecciosas e nédo infecciosas. OBJETIVO: O objetivo geral
desse trabalho foi avaliar o efeito da indugdo da via de morte por necroptose na
infeccdo de neutrofilos humanos e murinos por L. infantum. MATERIAIS e
METODOS: Inicialmente, analisamos os niveis séricos de Lactato Desidrogenase
(LDH), enzima caracteristica de dano celular/tecidual, em pacientes com LV, e
observamos altos niveis em comparacao aos controles saudaveis. Usando o sistema
in vitro de infeccdo de neutréfilos humanos e murinos com inibidores de caspase,
evidenciamos a ativacdo da via de morte por necroptose com o0 envolvimento de
RIPK1, RIPK3 e MLKL. Em seguida, foi testado o papel da necroptose na carga
parasitaria de neutréfilos humanos in vitro. RESULTADO: O pré-tratamento com
inibidores de caspases, seguido da infeccdo, aumentou os niveis de LDH, a expressao
de RIPK3 e MLKL em neutrdéfilos humanos, ao passo que diminuiu a viabilidade dos
parasitas. Esse efeito foi revertido pela Necrosulfonamida (NSA), inibidor
farmacoldgico da MLKL. Em neutréfilos murinos infectados por L. infantum, também
observamos o envolvimento de moléculas da via da necroptose, RIPK1 e RIPK3 no
controle da viabilidade do parasita. Nesses grupos, neutréfilos pré-tratados com os
inibidores de caspases apresentaram niveis elevados de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) e LDH, sugerindo a participacao dessas moléculas pré-inflamatorias
no controle da infeccdo. A inibicdo farmacoldgica de RIPK1 pela Nec-1 e RIPK3 por
GSK'872, reverteu a morte dos parasitas. Por fim, a microscopia eletronica de
transmissao (MET) revelou caracteristicas morfolégicas associadas a necroptose em
neutroéfilos infectados com L. infantum quando estes foram pré-tratados com inibidores
de caspases, enquanto as células infectadas em presenca de inibidores da via de
necroptose ndo apresentaram alteracdes estruturais. CONCLUSAO: Esses dados
sugerem gue a inibicdo de caspase 8 em neutrofilos pode contribuir para controle da
infecc@o por L. infantum, possivelmente pelo estimulo de uma resposta inflamatéria
associada a morte por necroptose.

Palavras-Chave: Leishmania infantum, Necroptose, Neutrofilo.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis is an infectious-parasitic disease caused by the
protozoan of the genus Leishmania and it is considered a public health problem in
Brazil and in the world. It presents a wide spectrum of clinical forms, with Visceral
Leishmaniasis (LV) being the most severe. In Brazil, the agent of VL is the species
Leishmania infantum, and it is characterized by high fever, weight loss,
hepatosplenomegaly, anemia, leukopenia and haemorrhage in the most severe cases.
Neutrophils have been shown to play an important role in the immunopathogenesis of
Leishmaniasis, especially in LV. It is known that different cell death pathways can be
activated in infected neutrophils, influencing the course of infection by different
pathogens. Necroptosis, a regulated death pathway, is canonically activated in the
absence of caspase 8, has proinflammatory characteristics and has been described in
the context of infectious and non-infectious diseases. OBJECTIVE: The general
objective of this work was to evaluate the effect of the necrotic death pathway induction
on human and murine neutrophil infection by L. infantum. MATERIALS and
METHODS: Initially, we analyzed serum levels of lactate dehydrogenase (LDH), an
enzyme characteristic of cellular / tissue damage, in patients with VL, and observed
high levels compared to healthy controls. Using the in vitro system of infection of
human and murine neutrophils with caspase inhibitors, we demonstrated the activation
of the necroptosis death pathway with the involvement of RIPK1, RIPK3 and MLKL.
Next, the role of necroptosis in the parasite load of human neutrophils was tested in
vitro. RESULTS: Pre-treatment with caspase inhibitors, followed by infection,
increased LDH levels, RIPK3 and MLKL expression in human neutrophils, while
decreasing the viability of the parasites. This effect was reversed by Necrosulfonamide
(NSA), a pharmacological inhibitor of MLKL. In murine neutrophils infected by L.
infantum, we also observed the involvement of necrotic pathway molecules, RIPK1
and RIPK3 in the control of parasite viability. In these groups, neutrophils pretreated
with caspase inhibitors showed high levels of Reactive Oxygen Species (ROS) and
LDH, suggesting the participation of these proinflammatory molecules in the control of
infection. Pharmacological inhibition of RIPK1 by Nec-1 and RIPK3 by GSK'872
reversed the death of parasites. Finally, transmission electron microscopy (MET)
revealed morphological features associated with necroptosis in neutrophils infected
with L. infantum when these were pre-treated with caspase inhibitors, whereas cells
infected in the presence of necroptosis pathway inhibitors showed no structural
changes. CONCLUSION: These data suggest that inhibition of caspase 8 on
neutrophils may contribute to control of L. infantum infection, possibly by stimulating
an inflammatory response associated with necroptotic death.

Keywords: Leishmania infantum, Necroptosis, Neutrophil.



LISTA DE ABREVIATURAS

DMSO Dimetilsulfoxido ou sulféxido de dimetilo
EROs Espécies Reativas de Oxigénio

L. infantum Leishmania infantum

LDH Lactato desidrogenase

LV Leishmaniose Visceral

MLKL Mixed Lineage Kinase Domain-Like Protein

NEC-1 Necrostatina-1 (do inglés Necrostatin-1)

NETs Armadilnas extracelulares de neutréfilos (do inglés Neutrophil
extracellular traps)

NSA Necrosulfonamida (do inglés Necrosulfonamide)

PGAMS Mitochondrial phosphatase phosphoglycerate mutase family member 5

RIPK1 Proteina Cinase de Interagdo com o Receptor 1 (do inglés Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1)

RIPK3 Proteina Cinase de Interagdo com o Receptor 3 (do inglés Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 3)

TNF Fator de Necrose Tumoral



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania SpP.........ccooviiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 10
Figura 2.  Vias de sobrevivéncia ou morte celular apoptética, na presenca de
caspase 8, ou morte celular necroptética, na auséncia de caspase 8,
21

apos a ativacao de receptores de morte da familia do TNF................



11

1.2

1.3

14

2.1

2.2

3.1

3.2

SUMARIO

INTRODUGAO ...ttt en . 9
LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS........ciiiiieeeeeeeeeeeee e, 9
LEISHMANIOSE VISCERAL ......oviuieieeeeeeeeeeeeeeeeee e, 11

NEUTROFILOS E SUA PARTICIPACAO NA INFECCAO POR LEISHMANIA 13

MORTE CELULAR E NECROPTOSE........cccoovieieeteeeieeeeseeeeeeses e eeen e, 17
JUSTIFICATIVA E HIPOTESE ..ottt 24
JUSTIFICATIVA oottt ettt n e 24
HIPOTESE ...ttt ettt eaeeae e, 25
(0] 23] = 1Y 3 TR 26
OBUIETIVO GERAL ..ottt ee et n st en st en s 26
OBJETIVOS ESPECIFICOS ... 26
RESULTADOS. ...ttt ee et s e n et sn st een e aeee s e 27
DISCUSSAOQ ...ttt ettt ene e, 28
SUMARIO DE RESULTADOS .......ooviiiieeeeeeeeeeeeeen e 35
(070] N [@1 U 17X 0 1SR 36
REFERENCIAS ...ttt 37



1. INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSE: ASPECTOS GERAIS

A Leishmaniose € uma doenca infecciosa causada por diferentes espécies de
protozoarios da familia Tripanossomatidae, ordem Kinetoplastidae e género
Leshmania. E considerada um problema de salde publica no Brasil € no mundo.
Formas de Leishmaniose ocorrem em 88 paises, sendo 72 deles em desenvolvimento.
Mais de um bilhdo de pessoas estdo em éareas de risco, e 1,1 — 2 milhdes de novos
casos ocorrem por ano (WHO, 2017). Ela prevalece em regibes tropicais e
subtropicais da Africa, Asia, Mediterraneo, regido sul da Europa, América do Sul e
América Central. A Leishmaniose, junto com mais 11 doencas, foi agrupada como
doenca tropical negligenciada, pois geralmente atinge as populagdes mais pobres que
vivem em paises em desenvolvimento com zonas climaticas tropicais. De acordo com
a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2017), a leishmaniose € uma das sete
doencas tropicais mais importantes, entretanto, por estar relacionada a pobreza, néo
desperta o interesse das industrias farmacéuticas no desenvolvimento de novas
drogas (KUMAR et al., 2017; WHO, 2017).

A Leishmania é transmitida pela picada do fleb6tomo, inseto da ordem Diptera
familia Psychodidae e género Phlebotomus ou Lutzomyia, a depender da regido
geografica. Esse parasito é digenético, tendo o seu ciclo de vida em dois hospedeiros,
um invertebrado (na forma promastigota) e um vertebrado (na forma amastigota). A
fase promastigota € caracterizada por formas mdéveis, flageladas e extracelulares,
encontradas no intestino do vetor infectado; e a fase amastigota é caracterizada por
formas intracelulares obrigatorias, que se encontram nos vacuolos parasitoforos
(fagolisossomos) das células fagocitarias do hospedeiro vertebrado (BESTEIRO et al.,
2007; SACKS e KAMHAWI, 2001). O fleb6tomo transmite a Leishmania para o
hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo. As formas promastigotas
metaciclicas infectivas, que estavam no aparelho digestoério do vetor, sdo inoculadas
junto com componentes da saliva do vetor no “lago sanguineo” que é formado na
derme do hospedeiro. A saliva pode contribuir para o sucesso da infeccéo e varios
trabalhos tém demonstrado esse e outros potenciais farmacologicos da mesma
(ARAUJO-SANTOS et al., 2010; PETERS et al., 2009; SILVA et al., 2005). Outro

importante evento que ocorre durante o repasto é a grande quantidade de células que
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sao recrutadas para a regidao da picada, incluindo neutroéfilos (PETERS et al., 2009;
SILVA et al., 2005). Uma vez que esses parasitos sao inoculados no hospedeiro
vertebrado, os mesmos sao englobados por células fagocitarias, tais como neutrofilos
e macroéfagos, principalmente. Dentro dos macrofagos as promastigotas metaciclicas
transformam-se em amastigotas, se dividem e com o rompimento da célula, sédo
liberados no meio extracelular e fagocitados por outros macréfagos. Caso outro
flebotomineo pique o individuo infectado, este transmitird amastigotas da Leishmania
para o vetor, dando seguimento ao ciclo de vida do parasito (Revisado em ANDRADE
et al., 2007) (Figura 1).

Flebdtomo inocula promastigotas  Promastigotas s3o fagocitadas
na pele durante o repasto pelos neutréfilos que s3o
sanguineo. rapidamente recrutados

/ﬁestégio infw ao local da picada.
o e / o 4 "- =
Promatisgotas se dIVIdeT/ . , @ \

Neutréfilos infectados
€ liberam os parasitas
* que sao entdo consumidos

e migram para o 4
intestino médio

N\

anterior. =t 2
= pelos macrofagos.
S ¢ (Estagios em human b
Estagios no flebotomo ks
Amastigotas se transformam / i
em promastigotas no intestino médio. / Promastigotas se transformam

em amastigotas dentro dos

{ |
/ > Al \ macrofagos.
e o ; WS *estagio diagndstico
e « D, /

o i Flebotomo ingere
ingestdode: cella macrofagos infectados Amastigotas se multiplicam
com.oparaska durante o repasto dentro das células (incluindo
sanguineo. macrofdgos) de varios tecidos.
*estagio diagnostico

Figura 1. Ciclo de vida da Leishmania sp. (Adaptado de NIAID, 2008)

As diferentes espécies de Leishmania podem causar diferentes formas clinicas
da doenca, variando desde a tegumentar a visceral. A Leishmaniose Tegumentar (LT)
€ uma doenca de evolucdo cronica, que produz lesdes na pele (Leishmaniose
Cutanea, LC), em regides de mucosa (Leishmaniose Mucosa, LM), de forma
localizada (Leishmaniose Cutaneo Localizada, LCL) ou difusa (Leishmaniose Cutaneo
Difusa, LCD) (BASANO e CAMARGO, 2004). A LC causa ulceras na pele em regides
expostas a picada do vetor, como bracos, pernas e rosto. O niumero de Ulceras pode
variar muito. Quando cicatrizam, as lesdes normalmente deixam cicatrizes

permanentes (WHO, 2018). A LM provoca lesdes que atingem as regides mucosas,
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como nariz, boca, garganta e tecidos circundantes (WHO, 2018). A Leishmaniose
Visceral (LV) é considerada a forma mais grave da doenca. Caracterizada por febre,
perda de peso, inchago do baco e figado e anemia, pode levar a 6bito caso nédo seja
tratada adequadamente.

Ha mais de 50 anos, o principal tratamento prescrito para pacientes com
Leishmaniose é o uso de Antimoniais Pentavalentes. Os Antimoniais, desde que foram
descobertos, sdo a primeira opcdo de tratamento a ser utilizada (HERWALDT e
BERMAN, 1992). Existem, entretanto, algumas desvantagens no uso destes. S&o
toxicos, nem sempre sao efetivos e devem ser usados por um tempo prolongado,
trazendo muitos efeitos colaterais, como artralgia, mialgia, dor abdominal, nauseas,
cefaléia, cardiotoxicidade, elevacao de enzimas hepéaticas e de enzimas pancreéaticas.
Muitas vezes, ocorre reincidéncia da doenca, precisando de mais uma série do
tratamento, aumentando o custo e os efeitos colaterais (ALMEIDA, BRITO e
MACHADO, 2005). Como alternativa, no Brasil € utilizada a Anfotericina B em
pacientes que nado respondem ao Antimonial Pentavalente, porém seu emprego
requer hospitalizacdo e sua utilizacao € limitada pela toxicidade (MARSDEN, 1994).
Dessa forma, a busca de conhecimentos a respeito da imunopatogénese da
Leishmaniose, bem como de novas alternativas ao seu tratamento revela-se de

extrema importancia.

1.2 LEISHMANIOSE VISCERAL

A Leishmaniose Visceral (LV) ocorre em 65 paises do mundo (WERNECK,
2010), tendo impacto onde a populacdo vive em condicdes de pobreza e sao
socialmente vulneraveis (WERNECK, 2016). Noventa por cento dos casos de LV
ocorrem no Brasil, Etiépia, india, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (WHO, 2017).
Estima-se entre 50 e 90 mil novos casos a cada ano, com mais de 95% de ébito se
nao tratada, e aproximadamente de 90-97% de chances de sobrevivéncia com
tratamento no tempo devido (WHO, 2017). A taxa de mortalidade desta doenca &
estimada em 20.000 a 40.000 4bitos por ano (SPIEGEL et al., 2016). No Brasil, a LV
tem uma ampla distribuicdo, alta incidéncia e alto indice de mortalidade,
principalmente quando associada a méa nutricao e infecgdes concomitantes (GONTIJO
et al., 2004). No Brasil, esta doenca tem como agente etiologico a espécie Leishmania

infantum e como vetor o fleb6tomo Lutzomyia longipalpis.



12

A maneira como a LV se manifesta e evolui depende do individuo, variando
entre um amplo espectro de manifestacdes clinicas: de quadros assintomaticos a
quadros clinicos patoldgicos classicos da doenca (GARDINASSI et al., 2017). A LV
classica sintomatica geralmente tem evolucdo gradual e comeca com adinamia
(fraqueza muscular), perda de apetite, leve aumento do baco (esplenomegalia) e febre
alta (as vezes gradual e as vezes abruptas). Também ocorre aumento do figado
(hepatomegalia), mas normalmente em escala menor que o do baco. O tamanho do
baco e do figado continuam aumentando caso nao seja feito o tratamento. Entretanto,
ao contrario de outras doencas nas quais ocorre aumento de baco e figado, se o
tratamento adequado for feito, ocorre uma notavel reducdo desses 6rgaos. Ocorre
também a imunodepresséo, destacando uma diminui¢cdo do nimero de neutrdfilos no
sangue (neutropenia) como uma das principais caracteristicas laboratoriais de
pacientes com LV (QUEIROZ e CAVALCANTI, 2010). No decorrer da doenca,
observa-se anemia acentuada e, algumas vezes, aparece tosse seca e sinais de
bronquite. A falta de apetite tende a levar a um grave quadro de desnutricdo Casos
de hemorragia sao relatados caracterizando maior gravidade da doenca. (ABBAS et
al., 2011; COSTA et al., 2013). Apesar da imunodepressao que ocorre na LV, ja foi
observado que ela possui um perfil pré-inflamatério que constitui fator clinico chave
na fisiopatologia da doenga, que tem sido alvo de muitos estudos. Pacientes com
forma grave de LV apresentam altos niveis plasmaticos de citocinas e quimiocinas pré
inflamatorias tais como TNF-a, IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12 e IP-10, o que é
caracteristico de uma resposta inflamatéria sistémica e aguda (GOTO e PRIANTI,
2009; NYLE, 2007). Recentemente, foi demostrado pelo nosso grupo que a LV ativa
€ caracterizada por um desequilibrio inflamatério, com uma assinatura molecular
marcada por altos niveis de PGF2a, LTB4, RvD1, TNF-q, IL-18, IL-6 e IL-8, IL-10 e IL-
12p70 (ARAUJO-SANTOS et al., 2017). Esse conjunto de dados reforca a
necessidade de uma maior compreensao a respeito do perfil dessa doenca, inclusive
no que diz respeito as vias de morte celular em neutrofilos. De fato, sabe-se que a
neutropenia é uma caracteristica laboratorial da LV (QUEIROZ e CAVALCANTI, 2010)
e essa neutropenia pode estar associada ao aumento de infecgcdes secundarias
(Badaro et al.,, 1994), além disso, ja foi visto que a neutropenia induzida em
camundongos resulta na replicacdo descontrolada de parasitas apos infeccbes por
Leishmania mexicana (HURRELL et al., 2015).
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O diagnastico clinico da LV é feito a partir de andalises do parasito retirado por
puncao do baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos do paciente. Existem também
métodos menos invasivos, como o diagnostico imunologico. Uma das caracteristicas
da LV é uma estimulacao policlonal de linfocitos B, que leva a uma grande producao
de anticorpos e também a hipergamaglobulinemia; isso facilita o diagndstico por meio
de testes sorologicos (GONTIJO et al., 2004).

1.3 NEUTROFILOS E SUA PARTICIPACAO NA INFECCAO POR
LEISHMANIA

Neutroéfilos, também conhecidos como leucécitos polimorfonucleares por
possuirem o nucleo segmentado em 3 a 5 l6bulos, sédo os leucdcitos encontrados em
maior quantidade no sangue (1800 a 7700 células/microlitro), e derivados de células
tronco mieléides na medula 6ssea (FOX et al., 2010). Os neutrdfilos sao classificados
como granuldcitos, pois seu citoplasma contém um arsenal de granulos, em sua
maioria preenchidos por enzimas importantes na defesa contra os patégenos (ABBAS
et al., 2011).

Os neutrdfilos representam a primeira linha de defesa celular da resposta imune
inata. A migracdo dessas células para o local de infec¢ao é orquestrada por diferentes
estimulos quimiotaticos. No contexto da infeccéo, essas células fagocitam os micro-
organismos que, ao serem englobados, sdo expostos a varias enzimas hidroliticas e
proteinas bactericidas que se encontram nos seus granulos. Além disso, o conteddo
dos granulos também pode ser liberado no ambiente extracelular apés a ativacdo da
célula (ARNHOLD, 2004). Outro mecanismo de defesa dos neutrofilos € a producgéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs), que possuem capacidade oxidante e de alta
reatividade com a membrana celular e parede bacteriana (KLEBANOFF, 2005;
NAUSEEF, 2007). Assim, ap6s fagocitar microrganismo, ocorre uma alta producao de
EROs como consequéncia a ativagcdo de NADPH oxidase. Essa enzima catalisa a
formacdo de anions superoxido, a partir da reducdo de oxigénio molecular. Esses
anions superoxidos podem formar o peréxido de hidrogénio que pode ser convertido
em fortes antissépticos e outras espécies reativas de oxigénio (KENNEDY e DELEO,
2009; KLEBANOFF, 2005; QUINN et al., 2006).

Além dos mecanismos de defesa descritas no paragrafo anterior, os neutréfilos

liberam armadilhas extracelulares neutrofilicas (Neutrophil Extracellular Traps -
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NETS). As NETs sdo constituidas por “fibras” de cromatina, tendo deste modo o DNA
e as histonas como seus principais componentes, correspondendo trés a cinco vezes
o volume da cromatina condensada. Varias proteinas com atividade bactericida
capazes de destruir fatores de viruléncia aderem as NETSs, evidenciando seu papel
em algumas infec¢bes (DELGADO-RIZO et al., 2017; GARDINASSI et al., 2017). De
fato, a morte por NETs (Neutrophil Extracellular Traps) ja foi descrita na infeccao de
neutrofilos por Leishmania amazonensis (GUIMARAES-COSTA et al., 2009).

No contexto da infeccdo pela Leishmania, os neutrofilos também apresentam
importancia, embora as células hospedeiras preferenciais para esse parasita sejam
os macréfagos. Um crescente nimero de estudos vem mostrando o papel que os
neutréfilos desempenham no controle da infeccdo pela Leishmania. Essas células
fagocitam esses parasitos e produzem citocinas e mediadores inflamatorios. Além
disso, podem também interagir com macréfagos promovendo a infeccdo (AFONSO et
al., 2008; APPELBERG, 2007; CHARMOY et al., 2010; DABOUL, 2010; FALCAO et
al., 2015; LAUFS et al., 2002; PEARSON e STEIGBIGEL, 1981; PETERS e SACKS,
2009; PRATES et al., 2011; QUINTELA-CARVALHO et al., 2017; RIBEIRO-GOMES
et al., 2012; SHARMA et al., 2016; SILVA et al., 2005; TAVARES et al., 2016;
TAVARES et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2018; THALHOFER et al., 2011; YIZENGAW
et al., 2016). Embora um maior nimero de trabalhos evidencie a atuagao principal dos
neutréfilos nos momentos iniciais da infec¢do pela Leishmania, por serem as primeiras
células recrutadas ao local, dados mostram o seu papel também em fases mais tardias
da doenca. J4 foram encontrados neutréfilos em lesGes de pacientes com LC,
eliminando a Leishmania através da fagocitose dos amastigotas nos estagios
posteriores do processo da doenca (DABOUL, 2010).

O papel do neutréfilo na infeccdo por Leishmania spp., no entanto, é
controverso, podendo ser protetor ou deletério para o parasito, dependendo da
espécie e do hospedeiro vertebrado (GUEIRARD et al., 2008; GUIMARAES, 2009;
MCFARLANE et al., 2008; ROUSSEAU et al., 2001; VAN ZANDBERGEN et al., 2004).
Neutrdfilos ja foram relatados no contexto da Leishmaniose como prejudicial para o
hospedeiro, interferindo no desenvolvimento da resposta imune e no controle da carga
parasitaria, mas também ja foi relatado como benéfico contribuindo para a morte
destes parasitos (HURRELL et al., 2016). Apos o neutrofilo fagocitar a Leishmania, a

forma como ele ird interagir com o parasito nas primeiras horas de infec¢éo, e também
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a via de morte celular que pode ser deflagrada, € decisiva para o curso que a infec¢éo
ird tomar.

Estudos realizados com neutrofilos humanos mostraram que essas células
matam a Leishmania donovani por mecanismos oxidativos (PEARSON e
STEIGBIGEL, 1981). J4 foi evidenciado também a capacidade leishmanicida de
neutréfilos humanos que fagocitaram a L. major, ap0s opsonizacdo (LAUFS et al.,
2002). Nesse estudo foi demonstrado que neutrofilos possuem mecanismos para a
absorcao de Leishmania dependente e independente de opsonina / complemento. Na
presenca de soro humano fresco, cerca de 50% dos neutréfilos fagocitaram os
parasitas em 10 minutos e a captacdo do parasita levou a ativacdo de neutrdfilos,
resultando na morte da maioria dos parasitas ingeridos (LAUFS et al., 2002). Em
2008, um trabalho realizado por Afonso e colaboradores (2008), mostrou que a
interacdo com neutréfilos apoptoéticos, mas ndo com neutréfilos necréticos, aumenta
a carga de parasitos em macrofagos humanos infectados com Leishmania
amazonensis (AFONSO et al., 2008). A fagocitose de neutréfilos apoptéticos por
macrofagos infectados por Leishmania aumentou a carga parasitaria devido um
mecanismo dependente de TGF-B1 e PGEZ2, reforcando que um microambiente anti-
inflamatdrio favorece o crescimento do parasita. Por outro lado, macréfagos infectados
gue englobaram neutrdéfilos necroticos foram capazes de matar a L. amazonensis por
mecanismos pro-inflamatérios dependentes de TNF-a e elastase neutrofilica
(AFONSO et al., 2008).

Ainda em neutrdfilos humanos, trabalhos evidenciam o papel de receptores do
tipo Toll (TLR) na infeccdo por Leishmania. Tavares e colaboradores (2014)
mostraram que L. amazonensis pode ser reconhecida pelo TLR2, estimulando a
ativacdo de neutrofilos. Esta ativacdo conduz entdo a degranulacdo de neutrdfilos
através de um mecanismo autécrino/paracrino dependente de LTB4. A ativacdo de
NFkB também esta envolvida na producéo de LTB4, e seus efeitos, via receptor BLT1,
contribuem para a morte do parasita (TAVARES et al., 2014). Um estudo dos mesmos
autores, em 2016, sugeriu que a degranulacdo de neutrdéfilos induzida pela proteina
de matriz extracelular fibronectina, induz a producéo de LTB4 e TNF por macrofagos
infectados, levando ao controle da infeccao por Leishmania (TAVARES et al., 2016).
Esses dados sugerem a importancia de mecanismos proé-inflamatérios na infec¢éo por
Leishmania em neutréfilos humanos. Concei¢cdo e colaboradores (2016) tentaram

caracterizar neutrofilos de pacientes com LC infectados com L. braziliensis e
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mostraram que os neutrofilos dos pacientes apresentavam um perfil mais inflamatério,
exibindo niveis mais elevados de EROs e producéo de quimiocinas, comparados aos
neutrofilos de controles saudaveis (CONCEICAO et al., 2016). Concordando com esse
resultando de um perfil mais inflamatorio de neutréfilos, foi demostrado pelo nosso
grupo, morte celular associada ao estresse oxidativo em neutrofilos humanos, porém
infectados por L. infantum (QUINTELA-CARVALHO et al., 2017).

No contexto da Leishmaniose Visceral, um estudo recente avaliou o estado de
ativacdo e funcdes efetoras de neutréfilos em pacientes com LV ativa e apos o
tratamento bem-sucedido (YIZENGAW et al., 2016). Eles demonstraram que o0s
neutréfilos sdo altamente ativados e degranulam no plasma dos pacientes, uma vez
gue nestes foram detectados altos niveis de arginase, mieloperoxidase e elastase
neutrofilica. Entretanto, apesar do perfil ativado e maduro dos neutréfilos, foi
observado que uma grande parte destes, presentes no plasma dos pacientes, séo
imaturos. Nesse trabalho, foram analisadas as fungfes efetoras dos neutréfilos que
sdo essenciais para a depuracédo de patdgenos e evidenciou-se que apesar de uma
alta atividade de parte dos neutrdfilos, mostrada pela liberacdo de granulos, e
capacidade de fagocitar parasitas de Leishmania, estes tém sua capacidade reduzida
de liberar as NETSs, de produzir espécies reativas de oxigénio e fagocitar particulas
bacterianas. Dessa forma, eles concluiram que o comprometimento de algumas
funcdes efetoras, o0 aumento da ativacdo dos neutréfilos maduros e a imaturidade de
grande parte dos neutréfilos desempenham um papel na patogénese da LV
(YIZENGAW et al., 2016).

Sharma e colaboradores (2016) encontraram um subconjunto de neutrofilos
expressando marcadores de Células Apresentadoras de Antigenos (APCs) em
pacientes com LV. Eles encontraram uma populacdo expandida de neutréfilos que
expressam HLA-DR (MHC Il), e as moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 em
pacientes com LV. Essa populacdo de neutréfilos diminui apés o tratamento com
sucesso. Além disso, o plasma de pacientes com LV aguda foi capaz de induzir uma
expressao similar de altos niveis de HLA-DR em neutréfilos de individuos saudaveis.
Os neutrodfilos HLA-DR + de individuos com LV nao estimularam a proliferacdo de
células T, mas expressaram maior numero de ligante de morte celular programada 1
(PDL1 - Programmed death-ligand 1) do que outros neutrofilos, e os linfécitos dos

mesmos individuos expressaram altos niveis de morte celular programada 1 (PD1)
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(SHARMA et al., 2016). Esses resultados reforcam a importancia do papel do
neutrofilo na LV humana.

Diferentes vias de morte celular tém sido descritas no contexto da infeccdo de
neutrofilos por Leishmania. Neutréfilos apoptéticos podem servir de carreadores do
parasita para os macrofagos (PETERS et al., 2009; VAN ZANDBERGEN et al., 2004).
Neutrofilos infectados por L. major e apoptoticos podem ser fagocitados por
macrofagos, permitindo a entrada dos parasitos nessas células de forma silenciosa
(VAN ZANDBERGEN et al., 2004). Este trabalho gerou a hipdtese denominada
“Cavalo de troia”. Por outro lado, os parasitos podem também ser liberados dos
neutréfilos apoptéticos e, posteriormente fagocitados por macréfagos, em um
microambiente anti-inflamatorio decorrente da morte por apoptose, favorecendo a
infeccdo (PETERS et al., 2009). A apoptose também foi descrita como uma via de
morte celular em neutréfilos infectados por L. braziliensis (FALCAO et al., 2015), L.
major (RIBEIRO-GOMES et al., 2012) e L. infantum (PRATES et al., 2011). Neste
ualtimo, foi demonstrado que a L. infantum induz apoptose de neutréfilos favorecendo
a infeccao (PRATES et al., 2011). Por outro lado, L. braziliensis induz o recrutamento
de neutréfilos in vivo e culturas de neutréfilos de camundongos infectados com L.
braziliensis induz a expressdo de moléculas de adesdo, producdo de EROs e
secrecdo de elastase e TNF-a, dois importantes mediadores inflamatdérios,
contribuindo para a morte do parasita (FALCAO et al., 2015). Todos esses trabalhos
sdo importantes para melhor compreensdo das vias de morte estudadas em

neutroéfilos infectados por Leishmania.

1.4 MORTE CELULAR E NECROPTOSE

A morte celular € uma parte essencial da homeostase em organismos
multicelulares, como uma forma de remover células danificadas, infectadas ou
degeneradas, e € regulada pelo sistema imune (OPFERMAN, 2008; VAUX e
KORSMEYER, 1999). Segundo o Comité Internacional de Nomenclatura em Morte
Celular, a morte celular pode ser definida como a degeneracdo irreversivel das
funcBes vitais da célula culminando em sua perda de integridade (GALLUZZI et al.
2018). De acordo com 0s mecanismos como estas ocorrem, os diversos tipos de morte
celular podem ser classificados como mortes acidentais ou reguladas, sendo estas

ultimas as que dependem de uma maquinaria molecular, podendo ser moduladas e
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passiveis de intervencdes genéticas ou farmacologicas. A morte celular regulada
abrange o subgrupo de morte celular programada bastante conhecida chamada
apoptose e outros diferentes tipos de morte ndo programada, tais como: ferroptose
(iniciada por perturbacbes oxidativas do microambiente intracelular que esta sob
controle constitutivo por GPX4 e pode ser inibida por quelantes de ferro e
antioxidantes lipofilicos), piroptose (depende criticamente da formacdo de poros na
membrana plasmatica por membros da familia das proteinas de gasderminas, muitas
vezes como consequéncia da ativacdo inflamatéria da caspase) e necroptose
(GALLUZZI et al.,, 2018). Classicamente falando, quando se considera uma
classificacdo baseada em critérios morfol6gicos (e ndo os moleculares) reconhece-se
as mortes por apoptose, por autofagia e a necrose (GALLUZZI et al., 2015, 2012;
GALLUZZ] et al., 2018).

A apoptose é uma morte silenciosa com caracteristicas anti-inflamatorias que
ocorre geralmente na presenca de caspases. Existem duas vias apoptoéticas
principais, a via extrinseca (de receptores de morte) e a intrinseca (mitocondrial). Além
disso, hd uma terceira via, a via de perforina / granzima, que envolve a citotoxicidade
mediada por células T e a morte da célula dependente de perforina-granzima. Cada
caminho ativa sua propria caspase iniciadora (8 no caso da via extrinseca, 9 no caso
da via intrinseca, 10 no caso da via de perforina / granzima) que, por sua vez, ativara
a caspase executora 3 (ELMORE, 2007). Suas principais caracteristicas morfologicas
sdo a manutencdao da integridade celular, protrusdes de membrana, picnose, clivagem
internucleossomal do DNA e reducdo do tamanho nuclear e da célula. Tardiamente
pode ocorrer a formacdo de corpos apoptéticos (WU et al., 2012). A autofagia, do
ponto de vista de morte celular, caracteriza-se pela vacuolizacdo extensiva do
citoplasma e degradacédo do conteudo citoplasmatico, € um mecanismo em resposta
ao estresse que resulta na sobrevivéncia dos tecidos. A autofagia pode acontecer de
forma descontrolada, resultando em condicbes patoldgicas (GALLUZZI et al., 2012;
GALLUZZI et al., 2011). Molecularmente, a autofagia € regulada pelos produtos dos
genes Atg (DWIVEDI e AHNN, 2009), e envolve as moléculas PI3K IlI (fosfatidilinositol
3-cinase de classe IIl) também chamada Vps34, beclina 1 (mAtg6), p150 (subunidade
reguladora da Vps34) (YAN e BACKER, 2007) e mAtgl4L, entre outras (MURROW e
DEBNATH, 2014). A necrose € caracterizada morfologicamente por perda da
integridade da membrana, intumescimento celular, disfuncdo da mitocéndria e

liberagéo do conteudo celular. A necrose foi durante muito tempo descrita como uma
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morte acidental e ndo regulada. Hoje sabe-se que ela pode ocorrer de forma regulada,
consistindo assim na via de morte chamada necroptose (CHAN et al.,, 2014,
KEARNEY e MARTIN, 2017; MOCARSKI, GU e KAISER, 2015; MORIWAKI e CHAN,
2013; PASPARAKIS e VANDENABEELE, 2015; PFEIFFER e MORLEY, 2014).

O termo necroptose foi originalmente descrito em 2005 e define uma via de
morte regulada com caracteristicas pro-inflamatoérias, que pode ser ativada por
diversos receptores e estimulos. O modelo mais estudado dessa via € o do receptor
TNFR1, um receptor de morte que é ativado pelo ligante TNF-a (DEGTEREV et al.,
2005), conforme figura 2. Outros exemplos de receptores que podem, a depender das
circunstancias do ambiente intracelular, estar envolvidos na necroptose séo: FS7-
associado ao antigeno de superficie celular (Fas) (KRAMMER, 2000), os receptores
1 e 2 de ligantes indutores de apoptose relacionados ao TNF (TRAILR1 e TRAILR2)
(PAN, 1997a, 1997b) e os receptores do tipo Toll 3 e 4 (TLR3 e TLR4) (KAISER et al.,
2013). Estresse quimico também ja foi mostrado como gatilho para necroptose em
seis linhagens celulares: células HT29; células T Jukart leucémicas; células CCRF-
CEM; células humanas monociticas leucémicas U937; células de camundongos com
fibrosarcoma L929; e fibroblastos embrionarios de camundongos (MEFs) (HE et al.,
2009).

Estudos recentes descrevem que a morte por necroptose ocorre pela formacéo
do complexo proteico contendo RIPK1 (Receptor-interacting serine/threonine-protein
kinase 1), RIPK3 (Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3) e MLKL
(Mixed Lineage Kinase Domain-Like), chamado necrossomo (REMIJSEN et al., 2014).
A ligacdo do TNF-a a regido extracelular do TNFR1 causa modificagdes alostéricas
na regido intracelular deste receptor, e ocorre a liberacéo do silenciador de dominios
de morte. Entao, forma-se o Complexo I, que contém um dominio de morte associado
ao receptor do TNF-a (TRADD), uma proteina de interagdo com o receptor 1 (RIPK1),
o dominio de morte associado ao Fas (FADD) e varias ubiquitina ligases E3. Apés a
formacdo do Complexo I, a via que serd ativada (sobrevivéncia, apoptose ou
necroptose) depende de eventos intracelulares (ANDERA, 2009) (Figura 2). Quando
a RIPK1 é recrutada para o complexo | ela pode ser ubiquitinada pela c-IAP (proteinas
inibidoras de apoptose), 0 que esta associado com a via de sobrevivéncia celular que
resulta na ativagdo do NF-kB. Por outro lado, na auséncia de c-IAP a RIPK1 néo é
ubiquitinada, o que pode promover a translocacao dessa quinase para um complexo

citoplasmatico secundario, o Complexo II, formado pelo dominio de morte FADD, a
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caspase-8 e cFLIP. O Complexo Il pode ativar tanto as vias de sinalizagao que levam
a apoptose ou a necroptose. Quando a caspase 8 esta ativada, essa via é levada para
a apoptose por clivagem de RIPK1 e RIPK3 (SILKE et al., 2015). Na auséncia de
caspase 8, que pode ocorrer por fatores genéticos ou farmacologicos (GALLUZZI et
al., 2014), essa via é direcionada a necroptose. Nesse caso, a RIPK1 interage com a
RIPK3, formando um complexo essencial para o recrutamento e a fosforilagcdo da
MLKL. Ativada, a MLKL desestabiliza direta ou indiretamente a integridade da
membrana levando ao aumento do volume celular, a ruptura da membrana e a
liberacdo de Padrdes Moleculares Associados a Danos (DAMPs - Damage-associated
molecular patterns) (SUN et al., 2012; WANG et al., 2014; XIA et al., 2016). O exato
mecanismo pelo qual a MLKL induz a ruptura de membrana ainda € controverso.
Estudos indicam que esta pode ocorrer devido a diferenca de concentracao de sodio
(Na+) entre os meios intra e extracelular. Apés a formacao de poros ha membrana, a
tendéncia é o influxo de Na+ na célula e esse aumento de osmolalidade causada pelo
excesso de Na+ e outros cations pode ser responsavel pela ruptura da membrana
plasmatica (CHEN et al., 2016; XIA et al., 2016; ZHANG et al., 2017) (Figura 2). A via
necroptética pode ser inibida pela caspase-8 ou por compostos como a Necrostatina
1 (Nec-1, que inibe a RIPK1), GSK'872 (inibidor de RIPK3) e Necrosulfonamida (NSA,
inibidor de MLKL) (WU et al., 2013).



21

TNFPI

Complex |

_._IRADD %v Nec 1
I R|P1 (‘]’nfz

Q ¥ dAPlﬂ Complex b

5 dT)
‘) TABZ E=D)
NEMOQ o mpx/
Casp8
IKKeat IKKR Takl ( : | l q:VAO
/ Complex lla
Y

[
'\;IRIPI

Ca*
iesps =

ZVAD —| Caspases

ol

xmmmnmmxumxr

Ca¥

A
/

& or

Sobrevivéncia Celular Apoptose l e

Necroptose

Figura 2. Vias de sobrevivéncia ou morte celular apoptética, na presenca de caspase 8, ou morte
celular necroptética, na auséncia de caspase 8, ap0s a ativagao de receptores de morte da familia do
TNF (Adaptada de Zhou e Yuan, 2014).

A necroptose tem sido estudada em diversas condi¢des patoldgicas (ZHOU e
YUAN, 2014), tais como doencas neurodegenarativas (YANG et al., 2017), sindrome
da resposta inflamatoria sistémica letal (DUPREZ et al., 2011), vasculites associadas
ao anticorpo anticitoplasma de neutréfilo (Anca) (SCHREIBER et al., 2017),
aterosclerose (LEEPER, 2016), doencas inflamatérias imunomediadas (como
doencas inflamatdrias intestinais e artrite reumatoide) (LEE et al., 2017; BARBE,
2015), infarto do miocardio (LIM et al., 2007; LUEDDE et al., 2014; OERLEMANS et
al., 2012; SMITH et al., 2007), acidente vascular cerebral (DEGTEREV et al., 2005;
XU et al.,, 2010), disturbios de retina (DONG et al.,, 2012; SATO et al.,, 2013;
TRICHONAS et al., 2010), pancreatite aguda (HE et al., 2009; WU et al., 2013) e
doencas cronicas do figado (LINKERMANN et al., 2013). A necroptose também tem
se mostrado importante na defesa do hospedeiro, contribuindo para a imunidade inata,
matando células infectadas por patégenos. Ela vem sendo estudada sobretudo no
contexto de imunidade a véarias doencas infecciosas causadas por virus, bactérias e
parasitos (BELIZARIO et al., 2015; FARIAS-LUZ et al., 2016; MORENO-GONZALEZ,
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VANDENABEELE e KRYSKO, 2016). Recentemente, estudos tém sido feitos
utilizando a inibicdo da necroptose como forma de tratamento para algumas doencas
como, lesdes renais e doenca de Niemann-Pick (COUGNOUX et al., 2018; JIANG et
al., 2018).

Na necroptose ocorre perda da integridade de membrana, fazendo com que
moléculas endbgenas (DAMPS), que sdo potentes pré-inflamatorios, sejam liberados
(KONO e ROCK, 2008). DAMPs séao liberados de células mortas devido a danos,
trauma, isquemia e necrose induzida por infeccdo. Elas sédo derivadas de células
hospedeiras e colaboram para iniciar uma resposta imune (CHOI e KLESSIG, 2016;
GALLUZZI et al., 2015). Exemplos de DAMP’s associados a via de morte por
necroptose sao a Lactato desidrogenase (LDH) e as EROs. A LDH é uma enzima que
se encontra no citosol da célula, sendo liberada para o meio extracelular quando ha
perda de integridade da membrana plasmética, sendo dessa forma, um bom marcador
de dano celular e morte pré inflamatéria (CHTOUROU et al., 2015; TAKEMOTO et al.,
2014). Na morte celular por necroptose, também ocorre producdo de EROs, que
possui capacidade microbicida, devido a sua acdo oxidante e sua alta reatividade com
membrana celular e parede bacteriana (NATHAN, 2006). Por outro lado, EROs
também contribuem para a execucdo da necroptose, promovendo a peroxidacdo de
lipidios, proteinas e DNA, ou como segundos mensageiros nas vias de sinalizacdo
dos receptores de morte (CHALLA e CHAN, 2010; VANDENABEELE et al., 2010).

Apenas recentemente, a necroptose demonstrou ter importancia no contexto
da infeccdo de macrofagos humanos e murinos por Leishmania. RIPK1 e PGAM5
(Mitochondrial phosphatase phosphoglycerate mutase family member 5), estédo
envolvidos no controle da replicacdo da Leishmania dentro de macrofagos, através de
mecanismos distintos. Verificou-se que a inibicdo da atividade da RIPK1 em
macréfagos aumentou a replicacdo do parasito. Além disso, PGAMS5, um efetor
downstream da RIPK1, também foi necessario para a inibicdo da replicacdo de
Leishmania. Estes resultados revelaram que RIPK1 e PGAMS5 funcionam
independentemente exercendo um controle 6timo da replicagdo de Leishmania em
macrofagos (FARIAS-LUZ et al.,, 2016). Neste mesmo estudo, curiosamente foi
observado que camundongos Knockout (KO) para PGAM e Knockdown (KN) para
RIPK1 e infectados com Leishmania amazonensis apresentaram inflamacéo tecidual
marcada pela infiltracdo de neutrofilos, mostrando um importante papel dessas células

nesse contexto. Um trabalho ainda mais recente utilizando macréfagos mostrou que
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L. braziliensis desativa tanto a expressao de RIPK3 quanto de MLKL e que essas
moléculas sdo importantes para o controle da replicacao intracelular desse parasito
(FARIAS-LUZ et al., 2018). Entretanto, a necroptose de neutrofilos na infeccdo por
Leishmania ainda néo foi explorado. Por outro lado, a literatura mostra que neutrofilos
podem sofrer necroptose (JIAO et al., 2017; WANG et al., 2016), embora em modelos
gue nao envolvem infecgao. Wang e colaboradores (2016) descreveram a necroptose
em neutréfilos humanos expostos a GM-CSF, seguido pela ligacdo de receptores de
adesdo como CD44, CD11b, CD18 ou CD15. A necroptose desses neutrofilos foi
dependente de RIPK3 e MLKL e envolveu a ativagdo de p38 MAPK e PI3K, que
finalmente levaram a producdo de altos niveis de oxigénio reativo (EROs). Todas
essas etapas foram necessarias para a necroptose ocorrer. Além disso, eles
mostraram que MLKL sofre fosforilacdo em neutréfilos in vivo, sob condicdes
inflamatorias (WANG et al., 2016). Como nosso grupo ja demonstrou que a necroptose
exerce um papel importante em macréfagos infectados por Leishmania, e sabe-se que
neutréfilos podem sofrer necroptose em diversos contextos ndo necessariamente
infecciosos, além de possuirem também um papel importante na infeccdo por
Leishmania, torna-se relevante aprofundar o conhecimento a respeito dos efeitos da

necroptose em neutrdéfilos durante a infec¢éo por Leishmania.
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2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

2.1 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma doenca grave que pode levar a 6bito.
Ocorre principalmente em regides mais pobres, sendo considerada uma doenca
negligenciada. Ela representa um problema de salde publica que atinge muitos
paises no mundo, incluindo o Brasil. Os tratamentos para a LV utilizados atualmente
sdo extremamente toxicos, resultando muitas vezes em efeitos colaterais.
Comumente ocorre reincidéncia da doenca, sendo necessario ciclos de tratamento
(GEORGIADOU et al., 2015).

Dados do nosso grupo mostraram que L. infantum, espécie causadora da LV,
€ capaz de ativar a via de morte por apoptose em neutrofilos murinos, sobretudo em
presenca da saliva do vetor, contribuindo para o aumento da carga parasitaria
(PRATES et al.,, 2011). Nesse mesmo trabalho, observou-se que a inibicdo de
caspases em neutrdfilos alterou o padrdo de infeccdo por mecanismos ainda
desconhecidos. Além disso, mais recentemente n0sso grupo mostrou que macréfagos
infectados por L. amazonensis ativam vias dependentes de RIPK1 e PGAMS5,
moléculas ja descritas na via de morte por necroptose também. Nesse estudo foi
encontrado que camundongos Knockout (KO) para PGAM5 e Knockdown (KN) para
RIPK1 infectados por L. amazonensis apresentaram infeccao tecidual marcada pela
infiltracdo de neutrdfilos (FARIAS-LUZ et al.,, 2016). Sugerindo que neutréfilos e
necroptose podem estar relacionados no contexto de infeccéo por Leishmania.

Além disso, a neutropenia ja foi observada em pacientes com LV, sendo
considerada um fator de risco (QUEIROZ e CAVALCANTI, 2010), indicando que os
neutroéfilos podem estar envolvidos em diferentes estados da infec¢cédo por Leishmania.
Dessa forma, torna-se importante investigar a ocorréncia de necroptose em neutrofilos

infectados por L. infantum e suas consequéncias na infeccao.
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2.2 HIPOTESE

A nossa hipotese € de que a inducdo da necroptose em neutroéfilos infectados
por Leishmania infantum, leva ao aumento da inflamacdo e redugédo da carga

parasitaria nestas células.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi avaliar o efeito da inducéo da via de morte

por necroptose na infeccdo de neutréfilos humanos e murinos por L. infantum.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o efeito dos inibidores de caspases na atividade inflamatéria de
neutrofilos infectados por L. infantum;

2. Avaliar o papel dos inibidores de caspases na necroptose de neutrofilos
infectados por L. infantum;

3. Avaliar o efeito da necroptose na infeccéo de neutréfilos por L. infantum;

4. Investigar o envolvimento do eixo RIPK1-RIPK3-MLKL deflagrado pela inducdo

da necroptose em neutrofilos infectados por L. infantum.
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4. RESULTADOS

O Artigo “RIPK1-RIPK3-MLKL-Associated Necroptosis Drives Leishmania
infantum Killing in Neutrohpils” dos seguintes autores: Laiana A. Barbosa; Paloma
P. Fiuza; Leticia J. Borges; Fellipe A. Rolim; Mayara B. Andrade; Nivea F. Luz,
Graziele Quintela-Carvalho; Jonilson B. Lima; Roque P. Almeida; Francis K. Chan;
Marcelo T. Bozza; Valeria M. Borges e Deboraci B. Prates, foi publicado na revista
Frontiers in Immunology no ano de 2018. O artigo mostra por meio de experimentos
utilizando neutrofilos humanos e murinos que a inducao da necroptose nessas células
contribui para a morte de parasitos de Leishmania infantum, de acordo com os

objetivos dessa dissertacao.
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Necroptosis is a pro-inflammatory cell death, which happens in the context of caspase-8
inhibition, allowing activation of the receptor interacting protein kinase 1-receptor inter-
acting protein kinase 3—-mixed lineage kinase domain-like (RIPK1-RIPK3-MLKL) axis.
Recently, necroptosis has emerged as a key component of resistance against pathogens
including infected macrophage by Leishmania infantum, the ethiologic agent of Visceral
leishmaniasis (VL). VL is the most severe form of Leishmaniasis, characterized by sys-
temic inflammation and neutropenia. However, the role of neutrophil cell death in VL has
not been characterized. Here, we showed that VL patients exhibited increased lactate
dehydrogenase levels in the serum, a hallmark of cell death and tissue damage. We
investigated the effect of necroptosis in neutrophil infection in vitro. Human neutrophils
pretreated with zZVAD-fmk (pan-caspase inhibitor) and zIETD-fmk (caspase-8 inhibitor)
increased reactive oxygen species (ROS) level in response to Leishmania infection, which
is associated with necroptotic cell death. MLKL, an important effector molecule down-
stream of necroptosis pathway, was also required for Leishmania kiling. Moreover, in
absence of caspases-8, murine neutrophils displayed loss of membrane integrity, higher
levels of ROS, and decreased L. infantum viability. Pharmacological inhibition of RIPK1
or RIPK3 increased parasite survival when caspase-8 was blocked. Electron microscopy
assays revealed morphological features associated with necroptotic death in L. infantum
infected-neutrophils pretreated with caspase inhibitor, whereas infected cells pretreated
with RIPK1 and RIPK3 inhibitors did not show ultra-structural alterations in membrane
integrity and presented viable Leishmania within parasitophorous vacuoles. Taken
together, these findings suggest that inhibition of caspase-8 contributes to elimination
of L. infantum in neutrophils by triggering necroptosis. Thus, targeting necroptosis may
represent a new strategy to control Leishmania replication.

Keywords: Leishmania infantum, neutrophils, necroptosis, cell death, RIPK3, mixed lineage kinase domain-like,
caspase-8
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INTRODUCTION

Visceral leishmaniasis (VL) is a neglected tropical disease,
caused by protozoan parasites of the genus Leishmania and is
transmitted by the phlebotomine sandfly bite. The number of new
VL cases worldwide each year is currently estimated at 300,000.
Leishmania infantum is the etiological agent of VL in Brazil. VL
is the most severe form of Leishmaniasis, which causes high
morbidity and mortality in affected communities if left untreated
(1, 2). Clinically, VL is a chronic infectious disease character-
ized by fever, weight loss, splenomegaly, hepatomegaly, anemia,
cachexia, hematological alterations, and spontaneous bleeding
(3, 4). Notably, neutropenia is one of the main laboratorial char-
acteristics of patients with VL (5).

Neutrophils are the first cells recruited to the Leishmania
infection site and can efficiently phagocytose parasites during
the first hours of infection (6). Even though macrophages are the
preferential host cell for Leishmania parasites in the chronic phase
of the disease, neutrophils can also exert varied functions in the
context of leishmaniasis. The role of neutrophils in leishmaniasis
is controversial, as they can be protective or deleterious depend-
ing on the parasite species and the host (7-11). Concerning
human VL, the role of neutrophil is also poorly characterized.
It was proposed that dysfunctional neutrophils contribute to dis-
ease severity and systemic inflammatory response characteristic
of VL (12). Recent studies show that neutrophils may contribute
to immunosuppression in subjects with active VL (13). HLA-DR*
neutrophils from VL patients do not stimulate T-cell proliferation,
but they do express higher programmed cell death ligand-1 (13).
Moreover, the neutrophil effects on Leishmania survival have also
been associated with the development of an immune response
after the initial stages of infection where cell death pathways can
account for a pro- or anti-inflammatory microenvironment in the
host (6, 8).

Necroptosis is a regulated form of cell death morphologically
characterized by cell and organelle swelling, which ultimately
culminates in loss of plasma membrane integrity (14, 15).
Molecularly, receptor interacting protein kinases 1 and 3 (RIPK1
and RIPK3, respectively) and mixed lineage kinase domain-like
(MLKL) are essential regulators of necroptosis that can be trig-
gered by distinct signals including those involved in apoptosis
(16-19). In contrast to necroptosis, apoptosis is an immuno-
logically silent cell death characterized by maintenance of cell
integrity that occurs in the presence of caspases. Caspase-8 medi-
ates apoptotic cell death by cleaving and activating downstream
caspases, such as caspase-3 and -7. The activation of RIPK1 is
an upstream event of necroptosis. When caspase-8 is inhibited,
RIPK1 promotes necroptosis by interacting with RIPK3, which
mediates the phosphorylation of MLKL, which forms pore in
the plasma membrane, promoting cell lysis (20-22). Moreover,
necroptosis is an inflammatory cell death that contributes
to innate immunity in both humans and mice by killing cells
infected by pathogens (23-27). Viral, bacterial, and parasitic
infections provoke release of danger signals and, consequently
contribute to alert the immune system (18, 20, 21, 28). TNF-
induced necroptosis requires RIP kinase activation and caspase-8
inhibition, which controls viral replication (20). More recently,

our group showed the role of necroptosis in Leishmania infec-
tion (28). Using human and mouse macrophages, we identified
that RIPK1 and mitochondrial phosphatase phosphoglycerate
mutase family member 5 (PGAMS5) are two novel host factors
that control Leishmania replication through distinct mecha-
nisms. PGAM5 promotes optimal IL-1p production, which in
turn stimulates nitric oxide (NO) production, whereas RIPK1
regulates Leishmania replication independent of IL-1f (28).

In the present study, we show that inhibition of caspase-8
controls Leishmania infantum replication inside both, human and
murine neutrophils by promoting cell membrane damage and
limiting parasite replication. Leishmania infection in the pres-
ence of caspase-8 inhibition is marked by increased RIPK3 and
MLKL expression by human neutrophils. Inhibition of MLKL
reduced cell death and restored parasite replication, indicating
that necroptosis is active and facilitates human neutrophil control
of parasite replication. Under the same condition of caspase-8
inhibition, murine neutrophils display loss of plasma membrane
integrity and formation of reactive oxygen species (ROS), sug-
gesting a pro-inflammatory cell death profile. In addition, specific
inhibition of RIPK1 or RIPK3 in murine neutrophils reversed
parasite killing caused by caspase inhibition. Importantly, pre-
treatment of neutrophils with zVAD-fmk followed by L. infantum
infection revealed morphological features of necroptosis in these
cells by electron microscopy, whereas addition of the RIPK1 kinase
inhibitor Nec-1 or the RIPK3 kinase inhibitor GSK’872 increased
L. infantum viability in murine neutrophils. Collectively, our
results point to a novel and beneficial role of neutrophils in the
control of Leishmania replication through necroptosis induced by
caspase-8 inhibition.

RESULTS

Circulating Levels of Lactate
Dehydrogenase (LDH) Are
Augmented in Patients With VL

Lactate dehydrogenase is a systemic biomarker of tissue/cell
death damage related to necroptosis in inflammatory diseases
(29, 30). Here, we evaluated the circulating levels of LDH in
serum samples from patients with classical VL manifestation
before anti-leishmanial therapy and non-infected subjects from
the same endemic region of northeast of Brazil (endemic con-
trols) (28, 31). These VL patients showed high plasma LDH levels
compared with healthy controls (HC) (P < 0.0001) (Figure 1).

Caspase-8 Inhibition Induces Damage
in Human Neutrophils Infected
by L. infantum

Neutropenia is one of the main clinical characteristics of patients
with VL (5). To better explore the association between necroptotic
cell death and neutrophil infection by Leishmania, we employed
an in vitro system using primary human neutrophils previously
treated with caspases inhibitors, and then infected by L. infantum
stationary promastigotes (Figure 2). Using the pan-caspase
and caspase-8-specific inhibitors, zVAD-fmk and zIETD-fmk,
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FIGURE 1 | Circulating levels of lactate dehydrogenase (LDH) in patients with
visceral leishmaniasis (VL). LDH levels from serum sample obtained from
patients with VL (n = 33) and healthy controls individuals (HC; n = 25) from
an endemic area in the Northeast of Brazil was estimated by colorimetric
assay (28, 31). Mann-Whitney U test was used to verify statistical difference
between VL and HC individuals. Circles represent individual values. Black
bars represent median values.
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FIGURE 2 | zVAD-fmk and zIETD-fmk treatment induces cell damage in
Leishmania infantum-infected-human neutrophil. Human neutrophils from
health donors (n = 6) were pretreated with ZVAD-fmk (100 uM) or zIETD-fmk
(100 pM) for 30 min. After that, cells were infected with L. infantum stationary
promastigotes (5 parasites:1 neutrophil). (A) 1 h after in vitro infection LDH
release from damaged cells was measured in supernatant by colorimetric
assay. (B) Receptor interacting protein kinase 3 (RIPK3) concentrations in cell
lysates was measured by ELISA, 3 h after infection in the presence or not of
RIPK3 inhibitor (GSK’'872, 3 uM). Data shown are from a single experiment
representative of three independent experiments. Asterisk indicates
significant differences assessed using the Kruskal-Wallis non-parametric test
with Dunn’s post-test. *P < 0.05; Abbreviations: L.i., Leishmania infantum;
LDH, lactate dehydrogenase.

respectively, we detected a significant increase in LDH levels in
infected neutrophil culture supernatant, indicating cell damage
by loss of plasma membrane integrity (Figure 2A).

In order to investigate the presence of specific molecules of
necroptotic cell death pathway, we examined the receptor interact-
ing protein kinase 3 (RIPK3) production by L. infantum-infected
neutrophils in the context of caspases inhibition (Figure 2B). Cell
extracts from infected neutrophils in the presence of zVAD-fmk,
showed increased RIPK3 release. Interesting, a pharmacological
inhibitor of RIPK3, GSK’872, was able to reduce its production
(Figure 2B). In addition, we analyzed the effective inhibition of
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FIGURE 3 | Inhibition of mixed lineage kinase domain-like (MLKL) reverses
Leishmania infantum killing induced by blockage of caspase-8 in human
neutrophils. Human neutrophils from health donors (n = 6) were pretreated
with ZVAD-fmk (100 puM) or zIETD-fmk (100 pM) for 30 min. After that, cells
were infected with L. infantum stationary promastigotes (5 parasites:1
neutrophil) in the presence or not of necrosulfonamide (NSA) (10 uM) and/or
GSK’872 (3 uM). (A) Caspase-8 and MLKL expression as detected by
western blotting. (B) Neutrophils infected with L. infantum promastigotes
followed by cultivation at 26°C and viable promastigotes counts after 1 day.
Data shown are from a single experiment representative of three independent
experiments. Asterisk and hash indicate significant differences assessed
using the Kruskal-Wallis non-parametric test with Dunn’s post-test.

P < 0.01; *P < 0.05, *P < 0.01. Statistical comparisons between control
groups (white bars) and groups that received treatment with zZVAD-fmk/
ZIETD-fmk are shows as *. Statistical comparisons between zVAD-fmk/
ZIETD-fmk groups and groups that received NSA after treatment with
zVAD-fmk/zIETD-fmk are shows as *.

caspase-8 in L. infantum-infected neutrophils pretreated with
zVAD-fmk (Figure 3A). Taken together, these results suggest
that L. infantum-infected human neutrophil undergo necroptosis
when caspases, especially caspase-8, are inhibited.

Human Neutrophils Control L. infantum
Viability in an MLKL-Dependent Manner

Next, we investigated the role of MLKL on Leishmania survival
inside human neutrophils. MLKL is an important downstream
effector molecule in the necroptosis pathway. MLKL interacts
with activated RIPK3, resulting in cell lysis, a hallmark of
necroptosis (32-34). Necrosulfonamide (NSA) is an effective
pharmacological inhibitor of human MLKL (33, 35). First, MLKL
expression on L. infantum-infected neutrophil was analyzed by
immunoblot (Figure 3A). Immunoblots revealed that the MLKL
was increased following L. infantum infection when caspases
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are inhibited and its reduction in the presence of RIPK3 and
MLKL necroptotic inhibitors, GSK’872 and NSA, respectively
(Figure 3A). Moreover, human neutrophils pretreated with
the caspases inhibitors zVAD-fmk or zIETD-fmk controlled
L. infantum replication (Figure 3B). In the presence of NSA,
human neutrophils showed a significant increase in the parasite
burden when compared with neutrophils pretreated only with
caspase inhibitors (Figure 3B). Taken together, these results
suggest that the RIPK3-MLKL-dependent necroptosis pathway
is active in human neutrophils during L. infantum infection in
the absence of caspase-8, which contributes to parasite killing.

Necroptosis Reduces L. infantum Viability

in Murine Neutrophils

We have previously reported that murine neutrophils undergone
apoptosis upon L. infantum infection and this effect which was
enhanced by saliva of Leishmania vector, was correlated with
increased parasite load associated with apoptosis death (36). We
therefore asked whether blockage of caspases on L. infantum-
infected neutrophils switch the immunologically silent death
pathway from apoptosis to a pro-inflammatory death in these
cells. First, we investigated the effect of caspase inhibition in
mouse neutrophil viability using the pan-caspase and specific
caspase-8 inhibitors, zZVAD-fmk and zIETD-fmk, respectively
(Figure 4A). In the presence of caspase inhibition, Leishmania-
induced cell death as measured by increased LDH release was
increased in infected neutrophils (Figure 4A). As control, in
the presence of etoposide, an apoptosis inducer, there was no
increase of LDH release in the presence of caspase inhibition
(Figure 4A). In addition, we measured the generation of ROS
by infected neutrophils in this system (Figure 4B). Significant
increase of intracellular ROS was observed within 60 min of
infection when caspases were inhibited by zVAD-fmk, and this
effect was further increased with the specific caspase-8 inhibitor
zIETD-fmk (Figure 4B).

In order to investigate the impact of the switch apoptotic neu-
trophil death to necroptosis on L. infantum survival, we assessed
the in vitro parasite viability in the cell cultures (Figure 4C).
Similar to human neutrophils, we found a significant decrease
in Leishmania viability in mouse neutrophils when caspase-8
was inhibited by pretreatment with zVAD-fmk or zIETD-fmk
(Figure 4C). To rule out toxic effect of caspase inhibitors on
the parasite, we tested whether treatment with zVAD-fmk or
zIETD-fmk could directly affect parasite viability. We found that
these inhibitors were not toxic to Leishmania parasites (Figure
S1 in Supplementary material). These data reinforce the results
obtained from human neutrophils and suggest that inhibition of
caspase, specifically caspase-8, contributes to L. infantum killing.

RIPK1 and RIPKS Inhibition Abrogates

L. infantum Killing Induced by Necroptosis
Interaction between RIPK1 and RIPK3 accounts for the forma-
tion of the ripoptosome complex, which is essential for necrop-
tosis activation (26, 37, 38). Usually, this complex is assembled in
conditions of caspase-8 inhibition (15, 26). In order to explore
the involvement of the axis RIPKI1-RIPK3 on L. infantum

A 6- B
—_ * 300-
8 5- e x
S 250 *
3 T
T 4-
- = 200-
©
o 34 =
3 = 1501
° I
& 24 0 100
a
Q1 50
0- I 1L ! 0 L |
Unst Li. Etop Unst L.i.
c
10+
g 3 Cirl
~ 8- T &3 zVAD-fmk
2 min W ZIETD-fmk
w 6
@
] ok
E 4- Fodk
g
3 2-
S
>
c T L] T
3 O & & ¢
ESEVESES
MR
2

FIGURE 4 | zVAD-fmk and zIETD-fmk treatment induces cell damage, high
ROS production, and reduces Leishmania infantum parasite viability in murine
neutrophils. Inflammatory neutrophils from C57BL/6 mice were obtained after
i.p. thioglicolate (3%) injection. Neutrophils (5 x 10°%well) were pretreated with
ZVAD-fmk (100 pM) or zIETD-fmk (100 uM) or zFA-fmk control (100 pM)

for 30 min. After that, cells were infected with L. infantum stationary
promastigotes (5 parasites:1 neutrophil) for 1 h (A,B) and 18 h (C).

(A) Colorimetric assay was performed 1 h after infection to quantitatively
measured lactate dehydrogenase (LDH) released into the media from
damaged cells as a biomarker for cellular cytotoxicity and cytolysis. (B) One
hour after infection, neutrophils were incubated with DHE and intracellular
ROS production was evaluated by flow cytometry. (C) Eighteen hours after
infection, neutrophils were followed by cultivation at 26°C and viable
promastigotes counts were performed after 1 day. Data shown are from

a single experiment representative of three independent experiments.
Asterisk indicates significant differences assessed using the Kruskal-Wallis
non-parametric test with Dunn’s post-test. *P < 0.05; ** P < 0.01;

***P < 0.001. Statistical comparisons between control groups (white bars)
and groups that received treatment with ZVAD-fmk/zIETD-fmk are shows as *.
Abbreviations: Unst, non-infected neutrophils; L.i., Leishmania infantum;
Etop, etoposide; ROS, reactive oxygen species; DHE, dihydroethidium.

replication in mice neutrophils, we performed infection assays
in the presence of necrostatin-1 (Nec-1) or GSK’872, specific
inhibitors of RIPK1 and RIPK3, respectively (Figure 5). C57BL/6
neutrophils pretreated with zVAD-fmk or zZIETD-fmk controlled
L. infantum replication (Figures 5A,B). Importantly, the opposite
effect was observed when neutrophils were incubated with RIPK1
(Figure 5A) or RIPK3 (Figure 5B) inhibitors. Taken together,
these data suggest that the RIPKI-RIPK3 complex is active
during L. infantum infection in neutrophils when caspases are
inhibited, which limited parasite replication.
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FIGURE 5 | Inhibition of RIPK1 and RIPK3 reverses Leishmania infantum
killing induced by inhibition of caspase-8. Inflammatory neutrophils from
C57BL/6 mice were obtained after i.p. thioglicolate (3%) injection. Neutrophils
(5 x 10%/well) were pretreated with zZVAD-fmk (100 pM) or zIETD-fmk

(100 pM) for 30 min. After that, cells were infected with L. infantum stationary
promastigotes (5 parasites:1 neutrophil) in the presence or not of (A) Nec-1
(50 uM, RIPK1 inhibitor) or (B) GSK’872 (3 uM, RIPK3 inhibitor) followed by
cultivation at 26°C and viable promastigotes counts after 1 day. Data shown
are from a single experiment representative of three independent
experiments. Asterisk indicates significant differences assessed using the
Kruskal-Wallis non-parametric test with Dunn’s post-test. *P < 0.05.

(C) Representative transmission electron micrographs of inflammatory
neutrophils pretreated with zZVAD-fmk followed of infection with L. infantum
stationary promastigotes in the presence or not of Nec-1 and GSK’872.
Morphological features of necroptosis in L. infantum infected-neutrophils
pretreated with ZVAD-fmk is reversed by inhibition of RIPK1 and RIPK3.
Untreated infected neutrophils (negative control), viable parasites (p), intact
nuclei (n). Scale bars = 2 pm.

After these results, we then decided to investigate whether the
morphological aspects presented in L. infantum-infected neutro-
phils pretreated with the caspase inhibitor zVAD-fmk corresponds
to necroptosis cell death morphology (Figure 5C). Distinct from
apoptosis, necroptosis cell death is morphologically character-
ized by swelling of organelles and plasma membrane rupture
(39-42). Transmission electronic microscopy assays revealed that
zVAD-fmk pretreated L. infantum-infected neutrophils exhibited
plasma membrane and organelle rupture (thin black arrows) and
dead parasites (thick black arrows) (Figure 5C). Moreover, groups
treated with inhibitors of RIPK1 (Nec-1) or RIPK3 (GSK’872)

maintained plasma membrane integrity, preserved intracellular
content and interestingly, displayed viable Leishmania (p) within
parasitophorous vacuole, in contrast with neutrophils pretreated
with zVAD-fmk only. Combined, these data clearly indicate the
participation of neutrophil necroptosis in L. infantum killing.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statement

This study was performed with both, human and animal neu-
trophils. For human, it was carried out in accordance with the
recommendations of Institutional Review Board of the Federal
University of Sergipe, Brazil with written informed consent from
all subjects. All subjects gave written informed consent in accord-
ance with the Declaration of Helsinki. The protocol was approved
by the Institutional Review Board of the Federal University of
Sergipe, Brazil (license number: 04587312.2.0000.0058). In vitro
experiments were performed using bufty coats from healthy
blood donors at the state blood bank, Salvador, Brazil. For ani-
mals, inbred male C57BL/6 mice, aged 6-8 weeks, were obtained
from the animal facility of CPqGM-FIOCRUZ (Bahia, Brazil).
All experimental procedures were approved and conducted accord-
ing to the Brazilian Committee on the Ethics of Animal Experi-
ments of the Centro de Pesquisas Gongalo Moniz—Fundagio
Oswaldo Cruz (CPqGM-FIOCRUZ, license number: 004/2014).

Parasites Culture

Leishmania infantum (MCAN/BR/89/BA262) parasites were
grown at 23°C in hemoflagellate-modified minimal essential
medium (HOMEM medium) containing 10% (v/v) HI-FCS
and 24.5 mM hemin (BOD incubator). In all experiments, the
cultures were used at stationary phase.

Mouse and Human Neutrophil Cultures
Mouse neutrophils were obtained as described previously (36, 43).
Briefly, C57BL/6 mice were intra peritoneally injected with
aged 3% thioglycolate (Difco, Detroit, MI, USA) solution. Seven
hours after injection, peritoneal lavage was performed using
10 ml RPMI-1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 1% Nutridoma-SP (Roche, Indianapolis, IN,
USA), 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 g/ml
streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Exudate cells
were incubated at 37°C in 5% CO, for 1 h in 250 ml flasks (Costar,
Cambridge, MA, USA) to remove adherent cells. Cells on super-
natants were then recovered and cell viability was determined
by trypan blue exclusion (>95%; data not shown). Nonadherent
cells were stained with anti-Gr-1 and Ly-6G to assess neutrophil
purity and were subsequently analyzed by flow cytometry using
CellQuest software (BD Immunocytometry Systems, San Jose,
CA, USA). Gr-17Ly-6G* cells were routinely >95% pure.
Human neutrophils were obtained from blood of healthy
donors from Hemocentro do Estado da Bahia (Salvador, Brazil)
after donors had given written, informed consent. This approach
was approved by the Research Ethics Committee of FIOCRUZ-
Bahia. Human neutrophils were isolated by gradient separation
with polymorphonuclear medium (PMN) according to the
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manufacturer’s instructions (Robbins Scientific, Sunnyvale, CA,
USA). Briefly, blood collected was added to vials contained PMN
medium and then centrifuged for 30 min at 300 g at room tem-
perature. Neutrophils were collected and washed three times with
saline by centrifugation for 10 min at 200 g.

For in vitro assays, mice or human neutrophils (5 X 10°/well)
were cultured in 200 pl RPMI-1640 medium, supplemented with
1% Nutridoma-SP, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml penicillin, and
100 g/ml streptomycin in 96-well plates (Nunc, Denmark).

Necroptosis and Leishmania Infection
Assays

Neutrophils were infected in vitro with L. infantum promastigotes
stationary-phase at a ratio of 1:2 (neutrophil:parasites). For assays
of cell death, mouse and human neutrophils were pretreated for
30 min with zZVAD-fmk (100 uM) (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) or zIETD-fmk (100 uM) (R&D Systems, Minneapolis,
MN, USA) to block caspase activation before infection. In some
experiments, Nec-1 (50 M), GSK’872 (3 uM), or NSA (10 uM),
necroptosis inhibitors (all from Merck Millipore’s Calbiochem®,
Darmstadt, Germany) were used. DMSO (vehicle) 0.4% (Cayman
Chemical; Ann Arbor, MI, USA) was used as control. After 18 h,
mouse infected neutrophils, or after 3 h, human infected neutro-
phils, were centrifuged, supernatants containing noninternalized
promastigotes were collected, and medium was replaced by 250 pl
Schneider insect medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
supplemented with 20% inactive FBS, 2 mM L-glutamine, 100 U/ml
penicillin, and 100 g/ml streptomycin. After that, infected
neutrophils were cultured at 25°C for an additional 3 days and
intracellular load of L. infantum was estimated by production
of proliferating extracellular motile promastigotes in Schneider
medium (43).

LDH Quantification

Lactate dehydrogenase activity on supernatants from L. infantum-
cultured neutrophils was measured spectrophotometrically
using a commercial LDH Cytotoxicity Detection Kit (Boehringer
Mannheim) to access plasma membrane integrity. According to
the manufacturer’s instructions, the absorbance was recorded at
490 nm using a microELISA plate reader (490 nm). Blank LDH
levels were subtracted from experimental LDH values and total
LDH activity was determined by lysing the cells with 1% Triton
X. The percentage of LDH release was calculated by [(LDH)
sample X 100]/total (LDH).

Serum LDH was measured using an ELISA kit from Wuxi
Douglin Sci. (Wuxi, China). Serum of patients with classical VL
before leishmaniasis chemotherapy (n = 33) and HC (n = 25) was
obtained from an endemic area in northeastern Brazil. The clini-
cal and epidemiological characteristics of the study population
have been previously described in detail (31, 44).

RIPKS ELISA Assay

For the quantitative determination of human receptor interact-
ing protein kinase 3 (RIPK3) concentrations in cell lysates we
used a Human Receptor-Interacting Serine/Threonine-Protein
Kinase 3 (RIPK3) ELISA Kit (CUSABIO). Human neutrophils

(10%/well) pretreated with for 30 min with zVAD-fmk (100 pM)
were infected with L. infantum in the presence of GSK’872
(3 uM) as described above. After 3 h, human infected neutro-
phils were collected, diluted with 1x PBS (pH 7.2-7.4), until
cell concentration reached 100 million/ml, and stored overnight
at —20°C. After two freeze-thaw cycles to break up the cell
membranes, lysates were centrifuged for 5 min at 5,000 X g, 4°C
and used to RIPK3 ELISA assay according to the manufacturer’s
instructions.

Western Blot

Total cell protein was isolated from pelleted neutrophils using cell
lysis buffer. Absolute protein content of lysates was determined
by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Samples were
boiled at 95°C for 5 min and then were run on 12% SDS-PAGE
gels. Proteins were transferred onto nitrocellulose membranes,
blocked with 5% fat-free milk in TBST for 1 h, and detected
using rabbit anti-MLKL antibody-N-terminal (Abcam), mouse
anti-caspase-8 (Enzo Life Sciences), and mouse anti-Hsp90 (BD
Biosciences) monoclonal primary antibodies. Anti-rabbit MLKL,
anti-mouse caspase-8, and anti-mouse-Hsp90 secondary anti-
bodies (all from Abcam) were then applied to membrane, which
were subsequently incubated with Western Blotting Detection
Reagent (Thermo Scientific) and imaged using ImageQuant LAS
4000 System (GE Healthcare).

Measurement of Intracellular ROS

Production

Intracellular ROS detection in L. infantum-infected neutrophils
cultured was performed using dihydroethidium (DHE) fluores-
cent probe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following analyses
by FACS, according to the manufacturer’s instructions. For inves-
tigation of ROS production, the purified neutrophil population
was analyzed by forward- and side-scatter parameters following
application of the DHE probe.

Transmission Electron Microscopy

Neutrophils were fixed at room temperature for 2 h in 2.5%
glutraraldehyde and paraformaldehyde 2% in 0.1 M cacodylate
buffer, pH 7.4. Postfixed with 1% OsO,, 0.8% potassium ferri-
cianide, 5 mM CaCl2 in 0.1 M cacodylate buffer. Samples were
washed, dehydrated in acetone, and then embedded in PolyBed
812 (Polysciences, Inc.) resin. Ultrathin sections were stained
with uranyl acetate and lead citrate and examined on a Zeiss109
transmission electron microscope operating at 80 kV.

Statistical Analyses

Each experiment was performed using at least five mice/group
and it was repeated at least three times. In vitro assays using
human neutrophils were performed with n = 6. All results are
reported as mean + SE of representative experiments and were
analyzed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA). Data distribution from different groups was
compared using the Kruskal-Wallis test with Dunn’s multiple
comparisons, and comparisons between two groups were
explored using the Mann-Whitney test.
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DISCUSSION

The physiological role of neutrophils is directed toward the eradi-
cation of invading pathogens (45). In leishmanial infections, the
role of neutrophils is controversial. Neutrophil can play a positive
(46) or negative role (47) in the outcome of the infection. We
previously demonstrated the sophisticated interplay between
innate immune response and different cell death pathways in
Leishmania infection (28, 36, 48, 49). Moreover, neutrophils can
undergo necroptosis followed by the ligation of adhesion recep-
tors under inflammatory conditions (50, 51).

Most studies have focused on the role of necroptosis in viral
and bacterial infections (52) [reviewed in Ref. (53, 54)]. There are
very few studies focusing on infectious diseases caused by proto-
zoan parasites. Our group carried out a study investigating the
involvement of necroptosis in the control of different Leishmania
species (28). RIPK1 and PGAMS5 are involved in the control of
Leishmania replication in macrophages. Interestingly, in that
study, the control of parasite replication was dependent on RIPK1
kinase activity. Collectively, these data suggest a potential role for
necroptosis in the control of Leishmania viability by different cell
types. Nevertheless, histology sections of wild type, Ripk1*¥,
and Pgam57'~ mice infected with Leishmania amazonensis
revealed tissue inflammation marked by neutrophil infiltration
(28), indicating the importance of these cells in the context of
Leishmania infection. However, the precise mechanisms or
molecules involved in this cell death pathway could be distinct
in different cells.

Despite the importance of neutrophils in human VL, the role
of neutrophil necroptosis upon Leishmania infection had not
been investigated. Assessment of a biomarker of cell/tissue dam-
age related to inflammatory cell death, revealed high circulating
levels of LDH in VL patients. LDH is a systemic biomarker of
cell damage that could be related to necroptosis (29, 30). Because
inflammatory imbalance and neutropenia are hallmarks of
human VL, we investigated the mechanisms involved in neutro-
phil cell death when caspases are pharmacologically inhibited
before infection with Leishmania infantum. We found that
specific caspase-8 inhibition contributes to L. infantum killing by
RIPK1-RIPK3-MLKL-dependent necroptosis, in both human
and mouse neutrophils.

In the presence of the pan-caspase inhibitor zVAD-fmk, we
noticed human and mouse neutrophil cell death with an early
release of LDH. We have previously demonstrated that L. chagasi
(syn. infantum) induces mouse neutrophil apoptosis (36), a
non-inflammatory programmed form of cell death involving
caspases. In the context of caspase inhibition, these serine pro-
teases could switch apoptosis to necroptosis, a pro-inflammatory
and regulated form of cell death, characterized by loss of plasma
membrane permeability and release of intracellular contents, as
LDH. In this regarding, our data obtained with mouse neutrophils
combined with our previous data (36) reinforce the possibility of
the use of specific pharmacological inhibitors of caspases such as
zVAD-fmk to promotes a switch from apoptosis to others types of
regulated cell death on mammalian system (55, 56).

Herein, inhibition of human and mouse neutrophil apoptosis
by zVAD-fmk or zIETD-fmk reduced the number of viable

parasite within those cells. zZVAD-fmk is the most commonly
used pan-caspase inhibitor and it has been demonstrated to have
low cytotoxicity in vitro and in vivo (57-60). However, zZVAD-fmk
can induce necrotic cell death in certain cell lines (61, 62). We
rule out the possibility of ZVAD-fmk being involved in neutrophil
necrotic death by performing cytotoxicity assays (data not shown).
Moreover, we also analyzed whether there is any cytotoxic effect
of zVAD-fmk on L. infantum promastigotes. Indeed, we did not
observe alteration on Leishmania parasites grow curve. Using a
specific caspase-8 inhibitor zZIETD-fmk, we reinforce the idea
that in the absence of caspase-8, L. infantum-infected neutrophils
cell death switches from apoptosis to necroptosis with a pro-
inflammatory profile, represented by increased ROS production.
ROS contribute to the execution of necroptosis (41). It has been
observed that ROS triggers necroptosis by promoting peroxyla-
tion of lipids, proteins, and DNA, or as second messengers in the
signaling pathways of death receptors (41, 63).

It is known that superoxide anion (O3) and NO are two
important molecules critical in controlling Leishmania infection
(64, 65). L. infantum replication in macrophages was controlled
through distinct mechanisms involving NO and IL-1f (28). Here,
we did not find detectable IL-1P in our assays in neutrophils,
discarding the possibility of canonical pyroptosis. Neutrophils,
monocytes, and macrophages can control parasites by ROS that
are produced by the respiratory burst after phagocytosis (66, 67).
Moreover, recently our group shows that heme drives oxidative
stress-associated cell death in human neutrophils infected by
L. infantum (49). Also, in hemorrhagic shock models, it was dem-
onstrated that exosomes released from macrophages promote
neutrophil necroptosis mainly by NADPH oxidase-derived ROS
production within neutrophils (68). Whether ROS are involved
in L. infantum viability control during neutrophil necroptosis
remains to be investigated.

Here, RIPK3 was released extracellularly after treatment with
zVAD-fmk. Although RIPK3 is an intracellular protein which
acts in programmed cell death pathways, extracellular release of
RIPK3 following necroptosis was previously related on plasma
and/or culture supernatants (69). Nevertheless, recently it was
described that RIPK1 and RIPK3 could be involved in inflam-
matory process independently of necroptosis induction (70).
RIPK1 and RIPK3 pharmacological inhibition was found to
restore L. infantum growth in murine neutrophils pretreated
with zVAD-fmk or zIETD-fmk. We performed in vitro assays
using pharmacological inhibitors: Nec-1 (RIPK1 inhibitor) or
GSK’872 (RIPK3 inhibitor). We came to the conclusion that
reduced parasite grown inside neutrophil, in the context of
caspase inhibition was due to induction of necroptosis.

Electron microscopy (EM) remains an important qualitative
method to detect cell death morphological features. On EM
images, necrotic/necroptotic cells display loss of membrane
integrity, low cytoplasm density, disintegrated cell membrane,
loss of chromatin, increase in cell volume, swelling of organelles,
and cellular collapse (53, 71). Herein, EM images revealed mor-
phological features of necroptosis in L. infantum-infected neu-
trophils subsequent to zZVAD-fmk treatment. Interestingly, these
morphological aspects of necroptosis were prevented by using
Nec-1 and GSK’872. Nec-1 is an allosteric RIPK1 kinase inhibitor
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able to prevent the formation and activation of RIPK1-RIPK3
complexes (17), whereas GSK’872 inhibits specifically RIPK3
phosphorylation (72). Here, we provide evidence that RIPK1 and
RIPK3 are activated in L. infantum-infected neutrophils in the
absence of caspase-8, thereby promoting neutrophil necroptotic
death and killing of L. infantum parasites.

Recent evidence described that necroptotic cell death
occurs upon the assembly of a large, signal-induced multipro-
tein complex containing RIPK1, RIPK3, and MLKL, namely
necrosome (73). Active MLKL either directly or indirectly
destabilizes plasma membrane integrity leading to cell swell-
ing, membrane rupture, and DAMPs release (33, 74, 75). Since
MLKL inhibitors specific for mouse cells are not available, we
tested here the participation of MLKL using human neutro-
phils treated with the NSA, a human MLKL inhibitor. Indeed,
we found that caspase inhibition contributes to the control of
parasite viability in neutrophils via MLKL. Moreover, as in
the process of necroptosis, MLKL functions as a substrate to
RIPK3, it seems that RIPK3 inhibition reduced the expression
of MLKL and, consequently the necroptotic L. infantum-
infected neutrophils.

In summary, our data suggest that interference of neutrophil
apoptosis by inhibition of caspases contributes to elimination of
L. infantum parasites, probably by stimulating an inflammatory
response associated with RIPKI-RIPK3-MLKL-dependent
necroptosis. In this context, targeting neutrophil cell death path-
ways by necroptosis may be new strategies to treat human VL.
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5. DISCUSSAO

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma das manifestacdes clinicas mais graves
da Leishmaniose, apresentando-se como uma doenca de perfil inflamatorio.
Neutrofilos, como primeira linha de defesa contra infecgdes, tém sido descritos com
diferentes atuacdes na infeccéo por Leishmania spp. Na LV, a neutropenia representa
uma das caracteristicas clinicas de gravidade da doenca. Recentemente, nosso
grupo demonstrou morte celular associada ao estresse oxidativo em neutréfilos
infectados por Leishmania infantum (QUINTELA-CARVALHO et al., 2017). No
presente estudo, observamos altos indices de LDH em pacientes com LV.
Encontramos também altos niveis de LDH liberados por neutréfilos humanos e
murinos infectados com L. infantum in vitro, apds tratamento com inibidores de
caspases. Além disso, foi observado um aumento da expressao de RIPK3 e de MLKL
(moléculas essenciais da necroptose) em neutréfilos humanos, nesse sistema.
Associado a estes eventos, a carga parasitaria nesses neutrofilos reduziu sob inibicéo
de caspases e esse efeito foi revertido com inibidores farmacoldgicos especificos da
via de morte por necroptose.

Nossos dados obtidos a partir do soro de pacientes com LDH evidenciaram
altos niveis séricos da enzima LDH em comparacdo com individuos saudaveis
residentes na mesma area endémica para LV. Além disso, os neutrofilos humanos e
murinos infectados in vitro com L. infantum também apresentaram altos niveis de LDH,
quando comparados com controles ndo infectados. A lactato desidrogenase (LDH)
pode ser usada como um marcador sistémico de dano celular/tecidual, relacionado a
necroptose em doencas inflamatérias (CHTOUROU et al., 2015; TAKEMOTO et al.,
2014). De fato, a literatura evidencia a analise dessa molécula como um indicador de
gravidade em algumas doencas pro-inflamatorias. (CHTOUROU et al.,, 2015;
TAKEMOTO et al.,, 2014). Embora a liberacdo de LDH ndo seja um parametro
especifico de morte celular por necroptose, esses dados sugerem uma possivel
associacao de eventos de necroptose que podem ocorrer no contexto da LV, abrindo
possibilidades para investigacdo. Foi observado, entretanto, uma grande variagao nos
niveis da LDH liberados pelos pacientes de LV. Isso pode ser devido as diferentes
manifesta¢cbes clinicas da doenca, que pode variar de assintomatica a aquela com
caracteristicas mais inflamatérias — quadro clinico patologico classico da doenca.

Essas diferencas clinicas ocorrem de acordo com a resposta imunolégica do individuo
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ou as diferentes fases da infecgcédo, aguda ou crbnica (BACELLAR e CARVALHO,
2005; GOTO e PRIANTI, 2009; NYLE, 2007).

A neutropenia foi correlacionada com altos niveis de LDH em pacientes com
LV (QUINTELA-CARVALHO et al., 2017). Esses achados recentes do nosso grupo
sugerem um papel para os neutrofilos na patogénese da LV. Nesse trabalho, nos
investigamos o papel da necroptose em neutrofilos durante a infec¢éo por L. infantum
na condi¢céo de inibicdo de caspase 8. A inibicdo geral de caspases, com zVAD-fmk,
e especifica de caspase 8, com zIETD-fmk, tem sido relatada em diferentes tipos
celulares como modelo de inducédo de necroptose in vitro (WU et al., 2011). Nestes,
frequentemente, os gatilhos séo ligantes da familia de receptores de morte associados
a familia do TNF-a. Entretanto, esse fendmeno ainda ndo havia sido descrito em
neutroéfilos, sobretudo no contexto de infeccdo. Embora ndo tenhamos investigado
qual/quais gatilho(s) podem esta induzindo a necroptose dos neutréfilos infectados
quando a caspase 8 é inibida, podemos destacar aqui, pela primeira vez, a indugéo
dessa via de morte em neutrofilos infectados por Leishmania infantum. Além disso, foi
possivel observar o envolvimento das moléculas da via e o impacto na sobrevivéncia
do parasita.

A ideia de que na auséncia de caspase-8 a via de morte celular é direcionada
para a necroptose, é reforcada, uma vez que na presenca de inibidores de caspase 8
(tais como o zIETD-fmk) foi possivel observar um aumento na producdo de EROs,
indicador de morte celular com um perfil pré-inflamatério (VANDENABEELE et al.,
2010). Além disso, sabe-se que a inibicdo farmacologica de uma via de morte, pode
desviar a célula para outra via de morte com caracteres e consequéncias distintas
(GALLUZZI, 2018). Nosso grupo demonstrou, previamente, que L. infantum induz a
apoptose em neutrofilos murinos, com liberacdo de mediadores anti-inflamatérios e
contribuindo para a replicacao do parasita (PRATES et al., 2011). Aqui, na presenca
do inibidor geral de caspases foi observada a liberacao precoce de LDH por neutréfilos
infectados por L. infantum. Nesta mesma estratégia experimental, observamos a
liberacdo da enzima RIPK3 por neutrofilos infectados, permitindo-nos associar a morte
dessas células com a necroptose. Apesar de RIPK3 ser uma proteina intracelular
envolvida em vias de morte programada, a liberacdo de RIPK3 extracelular, em casos
de necroptose, ja foi relatada no plasma e/ou sobrenadantes de cultura em um
trabalho que estudou a necroptose em células endoteliais do pulméo (QING et al.,

2014). Apesar de se discutir o significado funcional da RIPK3 extracelular, esta pode
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ser um marcador de doencas relacionadas com necroptose (QING et al., 2014). Em
conjunto, esses resultados concordam com trabalhos anteriores que sugerem que na
auséncia de caspases, a via de morte por necroptose é ativada (FELTHAM et al.,
2017; MIHALY et al., 2017).

Demonstramos também, pela primeira vez, que na inibicdo de caspases
ocorreu uma reducédo da viabilidade parasitaria da L. infantum na cultura de neutrofilos
humanos e murinos. Essa reducédo pode ser associada a morte dos neutroéfilos por
necroptose uma vez que a inibicdo farmacoldgica das moléculas RIPK1, RIPK3 e
MLKL reverteu esse efeito. As moléculas RIPK1, RIPK3 e MLKL séo
reconhecidamente formadoras do complexo intracelular chamado necrossoma,
desencadeador de necroptose em diferentes tipos celulares (GALLUZZI et al., 2015;
KAISER et al., 2013). Nossos dados de inibicdo farmacoldgica de RIPK1 e RIPK3
utilizando Nec-1 e GSK’872, respectivamente, evidenciam a participacao dessas duas
moléculas do necrossoma (RIPK1 e RIPK3) em neutrofilos murinos infectados por L.
infantum. Em relac@o a inibicdo farmacoldgica de MLKL, ensaios com neutrofilos
humanos mostraram a efetividade do inibidor NSA, com diferenca estatisticamente
significante. Dado que se discute que a acao farmacoldgica da necrosulfonamida
(NSA) néo é efetiva em células de camundongos, esse resultado em neutrofilos
humanos fortalece nossa hipétese do envolvimento da MLKL também em nosso
modelo experimental. Dados do Western Blotting, reforcaram esse resultado,
mostrando uma alta expressdo da MLKL na auséncia de caspases, quando
possivelmente a necroptose esta ocorrendo, corroborando para a sua importancia
nesse eixo de morte. Em conjunto, esses dados nos permitiram a observagao tanto
do papel da inibicdo de caspases na morte dos parasitos, quanto da associacdo desse
evento com a necroptose, sugerindo um perfil pré-inflamatério dependente do eixo
RIPK1-RIPK3-MLKL. A ativagédo de RIPK1 é um evento inicial da necroptose. Quando
em presenca de um inibidor de caspase, a RIPK1 conduz a necroptose, ao interagir
com a RIPKS. E esta, quando fosforilada, ativa a MLKL, induzindo a formacé&o de poros
na membrana e lise celular (CHAN et al., 2003; CHO et al., 2010; LYON et al., 2016).

O zVAD-fmk é amplamente utilizado para inibir apoptose e pode induzir a morte
por necroptose em certas linhagens celulares (NOORDEN, 2001; WU et al., 2008),
mostrando ter baixa citotoxicidade in vitro. Deste modo, € o inibidor de caspases mais
comumente utilizado. Nés confirmamos que a morte dos parasitas estava

correlacionada a necroptose de neutroéfilos e ndo ao efeito das drogas utilizadas no
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sistema in vitro, sobretudo o zVAD-fmk. Esse efeito foi testado em curva de
crescimento de L infantum in vitro (anexo 1).

Ja havia sido demonstrado que neutrofilos podem sofrer necroptose seguida
da ligacao de receptores de adesdo em condic¢des inflamatérias (MIHALACHE et al.,
2017; WANG et al., 2017). Também, em modelos de choque hemorragico, os
exossomos liberados a partir de macréfagos promovem a necroptose de neutréfilos
principalmente pela producdo de EROs derivada de NADPH oxidase pelos neutrdfilos
(JIAO et al., 2017). Nesses modelos, os eventos intracelulares envolvidos também
evidenciaram a ativagdo das moléculas RIPK1 e RIPKS.

Foi observada uma maior liberagéo de LDH por neutréfilos murinos infectados
por L. infantum, quando comparada com o grupo de células expostas ao Etoposideo,
uma droga indutora de apoptose (KARPINICH et al., 2002). Isso sugere que existem
indutores especificos associados ao desvio da via de morte dos neutréfilos
apoptoéticos para uma morte pro-inflamatéria quando ha inibicdo farmacoldgica das
capases. Neste caso, a infeccao dos neutrdéfilos pela L. infantum poderia ser um deles.
N&o analisamos qual o estimulo estd desencadeando a necroptose nos neutrofilos
infectados por L. infantum. E possivel que a prépria L. infantum esteja ativando
receptores que resultem na necroptose, quando as caspases sao inibidas. De fato,
sabe-se que a necroptose pode ter diferentes fatores desencadeantes, além dos
receptores da familia do TNF. A ativacdo de Receptores de Reconhecimento de
PadrBes associados a patdgenos (PRRs) pode ser um destes fatores. Em estudos
com células do sistema nervoso e outras células de linhagem ja foi evidenciado que
receptores do tipo Toll (Toll like receptors), TLR2, TLR3 e TLR4 estédo envolvidos na
morte celular por necroptose (HUANG et al., 2017; KAISER et al., 2013; KIM e LI,
2013). Futuras investigacfes permitirdo responder essa pergunta.

O resultado da Microscopia Eletrdnica de Transmissdo (MET), uma técnica
qualitativa importante para detectar as caracteristicas morfoldégicas de morte celular,
mostrou que o0s neutréfilos murinos pré-tratados com zVAD-fmk exibiram
caracteristicas morfol6gicas de necroptose, com perda de integridade da membrana
plasmatica e de algumas organelas. Além disso, nesse grupo, foi observado que
houve uma reducéo dos parasitas viaveis. Por outro lado, neutréfilos murinos tratados
com os inibidores de RIPK1 (NEC-1) e RIPK3 (GSK’872), exibiram integridade da
membrana e preservacdo do contetdo intracelular. Nesse grupo, os parasitos de

Leishmania preservaram caracteristicas morfologicas de viabilidade no interior dos
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vacuolos parasitoforos. Essa analise morfologica reforca nossos resultados de
inibicdo farmacolégica do eixo RIPK1-RIPK3. Além disso, corrobora com dados
anteriores que sugerem a importancia da via de morte necroptética na viabilidade de
parasitas de Leishmania (FARIAS-LUZ et al., 2016).

O eixo de morte por necroptose demonstrou ter uma grande importancia na
diminuicdo da carga parasitaria em neutrofilos. Por ser uma morte pro-inflamatoria é
possivel que EROs tenham contribuido para a diminuicdo da carga parasitaria aqui
observada. Espécies reativas de oxigénio ja demostraram contribuir para a execucao
da necroptose (VANDENABEELE et al., 2010) e também com efeito leishmanicida,
embora em outro contexto (CARNEIRO et al., 2016). Dados da literatura demonstram
gque EROs desencadeiam a necroptose promovendo a peroxidacdo de lipidios,
proteinas e DNA, ou como segundos mensageiros nas vias de sinalizacdo dos
receptores de morte (CHALLA e CHAN, 2010; VANDENABEELE et al., 2010). No
contexto da infeccdo por Leishmania, as EROs também s&o descritas. O anion
superoéxido (O2) ja se mostrou como uma molécula importante no controle da infeccéo
(CARNEIRO et al., 2016; CHANNON et al., 1984). No estudo relacionando a infeccao
por Leishmania em macrofagos, foi encontrado que a replicacdo do parasito foi
controlada através de mecanismos distintos envolvendo NO e IL-1B8 (FARIAS-LUZ et
al., 2016). Aqui, ndo detectamos IL-13, descartando a possibilidade de ocorréncia de
morte celular por piroptose por via candnica, uma vez que esta Ultima vem sendo
constantemente associada com IL-18 (GALLUZZI et al., 2018). Neutrdfilos, mondcitos
e macrofagos podem controlar os parasitos pela producdo de EROs a partir de
estimulos respiratorios apos a fagocitose (BRUNE et al., 2013; GANTT et al., 2001).
Nesse estudo, observamos a producdo de EROs pelos neutréfilos murinos
necroptoticos. Embora ndo tenhamos avaliado, é provavel que o mesmo fenédmeno
esteja acontecendo em neutréfilos humanos sob o mesmo sistema de inibicdo de
caspases. Além disso, recentemente nosso grupo mostrou que o heme leva a morte
celular associada ao estresse oxidativo em neutrofilos humanos infectados por L.
infantum (QUINTELA-CARVALHO et al., 2017).

O papel dos neutrofilos consiste na erradicacdo de patégenos (FOX et al.,
2010). Entretanto, nas infec¢des por Leishmania, o papel do neutrdéfilo € controverso.
Ja foi demonstrado que a apoptose de neutrofilos favorece a infecgdo por Leishmania
(RIBEIRO-GOMES et al., 2012). Um trabalho do nosso grupo encontrou que a L.

infantum induz a apoptose em neutréfilos murinos, favorecendo a infeccdo (PRATES
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et al., 2011). No presente estudo, evidenciamos que a possivel inibicdo da apoptose
com bloqueio de caspases, desviou a via de morte dos neutrdfilos infectados para a
necroptose, o que pode estar associado a diminuicdo da viabilidade dos parasitos. As
aplicacoes praticas desse conhecimento poderiam estar envolvidas em prognosticos
e resposta terapéutica utilizando biomarcadores consequentes de vias de morte e
inflamacgéo, uma vez que ja foi observado altos niveis de LDH em pacientes com LV.

Além disso, ja foi demonstrado que elementos da via da necroptose podem ser
utilizados como alvos moleculares para intervencgdes terapéuticas em outras doencas.
Estudos mostram que inibidores farmacolégicos (GSK2982772) de RIPK1 estdo
sendo estudados para o tratamento de doencas inflamatorias intestinais, colite
ulcerativa, psoriase, artrite reumatoéide entre outras (WEISEL et al., 2017). Estudos
recentes trazem novas possibilidades de intervencdo dessa via necroptoética. O
inibidor de necroptose induzida por TNF-a, NTB451, inibe a necroptose ligando-se a
RIPK1 e curiosamente nao inibe as vias de sobrevivéncia e apoptose que também
envolvem a RIPK1 (IN et al., 2018). A inibicdo da necroptose como forma de terapia
para a doenga Niemann-Pick, combinada com a terapia por 2-hidroxipropil-B-
ciclodextrina também foi descrita (COUGNOUX et al.,, 2018). Nesse estudo, a
necroptose é inibida em camundongos Knockdown e Knockout para RIPK1 e
Knockout para RIPK3, sendo mais especifico. Além disso, inibidores de MLKL (NSA)
tém sido testados como tratamento para lesao renal (JIANG et al., 2018) e intoxicagao
por mostarda de enxofre (MENACHER et al., 2018). Outras formas de inibicdo de
necroptose também vem sendo estudadas, como o TREM-1 (receptor desencadeante
expresso em células mieldides - Triggering Receptor Expressed on Myeloid Cells),
expresso em neutréfilos, macréfagos e em subconjuntos de mondcitos, que mostrou
atenuar a necroptose induzida por RIPK3 na lesdo pulmonar induzida por hiperoxia
em camundongos neonatos (SYED et al., 2018). Recentemente, foi demonstrado que
L. infantum induz a liberacdo de sTREM-1 (forma soluvel de TREM-1, que parece
regular negativamente a sinalizagéo do receptor de TREM-1) nas formas mais graves
da LV (BOMFIM et al., 2017). Segundo os autores, isso pode estar acontecendo como
uma tentativa de restringir a inflamacéo excessiva ou esteja sendo induzida pela L.
infantum para inibir a via inflamatoéria e contribuir com a doenca. Estudos prévios do
grupo, investigando o envolvimento da necroptose no controle da infeccdo causada
por diferentes espécies de Leishmania indicam que RIPK1 e PGAMS5 estao envolvidos
no controle da replicacdo do parasita em macrofagos (FARIAS-LUZ et al., 2016).
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Interessantemente, esse evento foi dependente de RIPK1. Nesse contexto, n0Ssos
resultados trazem importante contribuicdo ao evidenciar o envolvimento da
necroptose em neutrofilos, pela primeira vez, durante a infec¢éo por Leishmania. Inibir
a necroptose, no caso de muitas doencas, pode representar uma estratégia
terapéutica efetiva, uma vez que se sabe que muitos danos sao provocados pelo
sistema imunologico reagindo de forma exacerbada e com caracteristicas
inflamatorias prejudiciais ao paciente. Por outro lado, a ocorréncia da necroptose tem
sido relatada como fator protetor no contexto de algumas infecgcdes (CHAN et al.,
2003; CHO et al., 2009; PHILIP et al., 2014).

Esse estudo contribui para um maior conhecimento sobre vias de morte celular
em neutréfilos, e como isso pode influenciar na infeccao por L. infantum. Entretanto,
ainda é necessario investigar a fosforilacdo das moléculas envolvidas na via de morte
por necroptose, 0s mecanismos pelos quais a necroptose reduziu a carga parasitaria,
e se EROs estdo, de fato, envolvidas no controle da viabilidade do parasito. Seria
também importante investigar os fatores que contribuem para a inducdo dessa morte
em neutrofilos infectados por Leishmania. Tais aspectos se colocam como

perspectivas para investigacao.
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6. SUMARIO DE RESULTADOS

1. A necroptose induzida pela inibicdo de caspases, aumentou a atividade
inflamatoria, observada pelos niveis de LDH e EROs em neutrdfilos infectados
por L. infantum.

2. Ainibicdo de caspase 8 em neutrdfilos infectados por L. infantum desviou a via
de morte celular para a necroptose envolvendo o eixo RIPK1-RIPK3-MLKL.

3. A necroptose de neutrofilos, dependente do eixo RIPK1-RIPK3-MLKL,
contribuiu para a diminuicdo da infecgéo, reduzindo a viabilidade de parasitas
de L. infantum.
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7. CONCLUSAO

A intervencdo no processo de morte por apoptose em neutroéfilos pela inibicdo
de caspases, contribui para a eliminagcéo de parasitas de L. infantum, provavelmente
pelo estimulo de uma resposta inflamatdria associada com a necroptose dependente
do eixo RIPK1-RIPK3-MLKL.
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ANEXO

Anexo 1. Inibidores de caspases e de moléculas da via necroptética ndo interferem na

viabilidade de L. infantum in vitro.
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