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SANTOS, Rafael Teixeira Tibircio dos. Avaliacao do papel de neutroéfilos humanos
no controle da infeccao de Leishmania Amazonensis em células dendriticas. 2019. 77
f. Dissertacio (Mestrado em Patologia Humana) — Universidade Federal da Bahia.
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RESUMO

INTRODUCAO: As leishmanioses constituem uma coletinea de doencas de carater
negligenciado que afligem milhdes de pessoas em escala global. Tal patologia ¢ causada
por protozodrios pertencentes ao género Leishmania cujos vetores de transmissdo sdo
artropodes flebotominios que albergam o parasito. A infec¢@o se inicia durante o repasto
sanguineo do flebotominios, quando ocorre a inoculagdo das formas promastigotas do
parasita e componentes salivares imunomodulatorios na pele do hospedeiro mamifero.
Diversos tipos de células imunes participam sinergicamente da resposta contra a
Leishmania. Dentre estas células, destacam-se os neutrofilos, células polimorfonucleares
que desempenham papel fundamental no recrutamento e ativagdo de outras células
imunolégicas. Neutrofilos sdo capazes de estabelecer um didlogo intimo com células
dendriticas através de receptores de membrana como o DC-SIGN, promovendo entdo o
estabelecimento de respostas imunolodgicas integradas no controle da infecg¢do. Contudo,
pouco se sabe a respeito do papel de neutrofilos ativados no desfecho da infeccdo de
Leishmania amazonensis em células dendriticas humanas. OBJETIVO: O presente
estudo teve como objetivo investigar os mecanismos empregados por neutrdfilos
humanos no controle da infeccio por L. amazonensis em células dendriticas.
MATERIAL E METODOS: neutréfilos e células dendriticas humanas foram
purificadas a partir de sangue periférico de doadores saudaveis. Os neutrofilos foram
ativados com fibronectina por 1 hora e subsequentemente incubados com células
dendriticas infectadas por L. amazonensis. RESULTADOS: Nossos resultados apontam
a participac¢ao dos neutrdfilos no controle da infecgdo de maneira independente do seu
estado de ativagdo. A neutralizacdo de enzimas presentes nos granulos dos neutrofilos
apontou que a eliminagdo do parasita ocorre de maneira independente de tais enzimas.
Verificamos que a destruicao de Leishmania foi dependente do contato direto via DC-
SIGN entre neutrdfilos e células dendriticas. Observamos que a produ¢ao de mediadores
lipidicos e maturagao de células dendriticas também ocorreu de maneira dependente deste
receptor. Por fim, observamos que a destrui¢cdo parasitaria necessitou da participagdo do
TNFo e LTB4 produzidos na co-cultura. CONCLUSAO: Coletivamente, nossos
resultados demonstraram que neutr6filos humanos modulam tanto a maturagdo como a
capacidade de cé¢lulas dendriticas infectadas em destruir o parasito de maneira dependente
do contato fisico direto por intermédio do DC-SIGN e da subsequente producao de TNFa
e mediadores lipidicos.

Palavras-chave: Neutréofilos, Células dendriticas, Leishmania, DC-SIGN, Mediadores

lipidicos
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Leishmaniasis is a collection of neglected diseases that afflict
millions of people on a global scale. This pathology is caused by protozoa belonging to
the genus Leishmania whose transmission vectors are phlebotominal arthropods that
harbor the parasite. The infection begins during the blood meal of sand flies, when the
promastigote forms of the parasite and immunomodulatory salivary components in the
skin of the mammalian host occurs. Several types of immune cells participate
synergistically in the response against Leishmania. Among these cells, neutrophils,
polymorphonuclear cells that play a key role in the recruitment and activation of other
immune cells, stand out. Neutrophils are able to establish an intimate dialogue with
dendritic cells through membrane receptors such as DC-SIGN, thus promoting the
establishment of integrated immune responses in the control of infection. However, little
is known about the role of activated neutrophils in the outcome of Leishmania
amazonensis infection in human dendritic cells. OBJECTIVE: The present study sought
to investigate the relevance of the interaction between activated neutrophils and infected
dendritic cells in the course of in vitro infection by L. amazonensis. MATERIAL AND
METHODS: Neutrophils and human dendritic cells were purified from peripheral blood
from healthy donors. Neutrophils were activated with fibronectin for 1 hour and
subsequently incubated with dendritic cells infected by L. amazonensis. RESULTS: Our
results indicate the participation of neutrophils in infection control independently of their
activation state. Neutralization of enzymes present in the neutrophil granules pointed out
that elimination of the parasite occurs independently of such enzymes. We found that the
destruction of Leishmania was dependent on direct contact via DC-SIGN between
neutrophils and dendritic cells. We note that the production of lipid mediators and
maturation of dendritic cells also occurred in a manner dependent on this receptor.
Finally, we observed that parasite destruction needed the participation of TNFa and LTB4
produced in the co-culture. CONCLUSION: Our results have shown that human
neutrophils modulate both the maturation and the ability of infected dendritic cells to
destroy the parasite in a manner dependent on direct physical contact through DC-SIGN
and the subsequent production of TNFa and lipid mediators.

Key words: Neutrophils, Dendritic cells, Leishmania, DC-SIGN, Lipid mediators
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1 INTRODUCAO

1. LEISHMANIOSES: ASPECTOS GERAIS E EPIDEMIOLOGIA

As leishmanioses figuram entre um dos problemas de satde publica mais
importantes em escala global, acometendo pessoas em mais de 88 paises distribuidos ao
longo de 5 continentes. O seu agente etioldgico ¢ o protozoario pertencente ao género
Leishmania (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae) com mais de 20 espécies
conhecidas. Esta antropozoonose ¢ transmitida a seres humanos, além de outros
mamiferos, por intermédio de vetores artropodes flebotomineos (ALVAR et al., 2012;

PIGOTT et al., 2014).

A organizacdo mundial da saide (OMS) classifica as leishmanioses como um
conjunto de doencas de carater emergente e negligenciado, com cerca de 2 milhdes de
novos casos registrados anualmente. Estima-se que, atualmente, cerca de 12 milhdes de

pessoas estejam infectadas e que aproximadamente 350 milhdes vivam em areas onde as

leishmanioses sdo endémicas (WORLD HEALTH ORGANISATION, 2016) (Figura 1).

A entrada dos vetores flebotomineos em areas peridomiciliares influencia na
vulnerabilidade de populagdes de areas rurais e de expansdo urbana em contrair a
infeccdo. Além dos aspectos geograficos, outros fatores socioecondmicos estdo
invariavelmente atrelados ao risco de se contrair leishmaniose (CHAWLA;

MADHUBALA, 2010).
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Figura 1 . Quadro epidemiologico da Leishmaniose em escala global, em 2016. (Figura
superior) Leishmaniose cutanea; (Figura inferior) Leishmaniose Visceral.
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3 O CICLO DE VIDA DE LEISHMANIA SPP

Uma das principais caracteristicas do género Leishmania é o seu carater digenético,
por apresentarem duas formas evolutivas no seu ciclo de vida, que sdo as formas
promastigotas e amastigota (KAYE; SCOTT, 2011). A Leishmania tem o seu ciclo
bioldgico dividido entre hospedeiros mamiferos, nos quais ¢ encontrada na forma de
amastigotas, e hospedeiros flebotomineos, onde os parasitas vivem como promastigotas
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). Seus principais vetores sdo invertebrados do
género Lutzomyia (no Novo Mundo) e Phlebotomus (no Velho Mundo) (BATES, 2007).

As formas promastigotas de Leishmania sdo caracterizadas por possuirem flagelos e
terem elevada motilidade. Tais promastigotas sao encontradas no trato digestivo dos seus
vetores, € submetem-se a complexos processos de diferenciacao até alcangarem a sua
forma infectante, promastigotas metaciclicas, com baixa ou nenhuma capacidade de
divisio (HANDMAN; BULLEN, 2002). A transmissdo natural ocorre na ocasido em que
a fémea do vetor se alimenta no repasto sanguineo. Neste momento, ocorre a inoculagao
de parasitos no hospedeiro, juntamente com fatores salivares e outros compostos

envolvidos no desfecho da infecgcdao (BATES, 2007).

Logo apo6s a inoculagdo da Leishmania, as promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas
por células que compde o sistema imune inato do hospedeiro localizadas no sitio da
picada (TORRES-GUERRERO et al., 2017). Entdo, o parasita passard por processos de
diferenciagdo fenotipica que culmina na aquisicao da forma amastigota que sdo capazes
de se replicar no seu nicho intracelular, o fagolisossomo de fagocitos. Uma vez que a
densidade de parasitos no interior da c€lula atinge um limiar, ha ruptura da mesma, e
externalizacdo dos parasitos (KAYE; SCOTT, 2011). Isso permite a reinfec¢do local de
outras células fagociticas e propaga¢do do parasita no hospedeiro. O ciclo ¢ finalizado
quando tais células infectadas sdo capturadas por outra fémea do vetor invertebrado

durante o processo de alimentagao (KAMHAWI, 2006) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de protozoarios do género Leishmania — Inicialmente formas
promastigotas prociclicas de Leishmania, que residem no intestino dos flebotomineos, passam
por processos de diferenciagdo até alcancarem a forma metaciclica. Posteriormente, as
promastigotas metaciclicas migram para regioes anteriores do trato digestivo do inseto, onde serdo
inoculadas na pele do hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo. A presenga da
Leishmania e de diferentes componentes dos flebotomineos desencadeiam respostas imunes
contra o parasita, inicialmente caracterizada pela agdo fagocitica de determinados leucocitos,
como exemplo, neutréfilos e macrofagos. No interior do fagolisossomo de macrofagos, o parasito
diferencia-se em sua forma amastigota, dotada de capacidade proliferativa. Apds extensiva
multiplicagdo parasitaria, a célula hospedeira se rompe liberando amastigotas de Leishmania que
irdo infectar células vizinhas. O ciclo de vida da Leishmania se completa quando fémeas de
flebotomineos adquirem células infectadas diante de um novo evento de repasto sanguineo.
(Adaptado de National Institute of Allergy and Infectious Diseases,2012).

4 ASPECTOS CLINICOS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses constituem uma coletanea de doengas que apresentam um amplo
espectro de manifestagdes clinicas (SCHRIEFER; WILSON; CARVALHO, 2008). As
formas principais desta doenga podem ser dicotomicamente classificadas como

Leishmaniose Visceral (LV) e Leishmaniose Tegumentar (LT).
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A leishmaniose visceral ¢ uma forma sistémica da doenca, de elevada gravidade,
podendo alcancgar altos niveis de fatalidade se ndo tratada (WORLD HEALTH
ORGANISATION, 2016). O aspecto mais conspicuo da LV ¢ uma infec¢do de carater
generalizado que acomete, principalmente, o bago, figado, linfonodos e a medula 6ssea

(BARRAL et al., 1995) .

O agente etiologico da leishmaniose visceral ¢ a L. donovani nas regides do Leste
Africano e do subcontinente da India, e L. infantum no norte da Africa, América Latina e

Europa (CHAPPUIS et al., 2007).

A leishmaniose tegumentar tem ampla distribuicdo ao redor do mundo e ¢
caracterizada pelo surgimento de tlceras ou ndédulos, comumente em areas expostas do
corpo, como face, bragos e pernas (CHAPPUIS et al., 2007). A LT pode ser fracionada
em 4 subgrupos: Leishmaniose cutaneo -localizada (LCL), leishmaniose cutanea mucosa

(LCM), Leishmaniose cutanea difusa (LD) e leishmaniose cutanea disseminada (LCD).

A leishmaniose cutaneo-localizada (LCL) ¢ a manifestacao clinica de maior
ocorréncia, sendo caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes ulceradas, com fundo de
aspecto granuloso, bordas delimitadas e eritematosas, encontradas no sitio de inoculagao
dos parasitas pelo flebotomineos (MARSDEN, 1986). No Brasil, a maioria dos casos de
LCL ¢ causada pelas espécies L.braziliensis e L. amazonensis (SILVEIRA et al., 2008).

O surgimento de inimeras lesdes nao-ulcerativas, oriundas da disseminacao do
parasita através de vias linfaticas e hematogénicas, ¢ a peculiaridade da leishmaniose
cutdnea disseminada (MARSDEN,1986). A LCD ¢ causada principalmente pelas L.
braziliensis, L. mexicana e L. aethiopica. Embora tais lesdes tendam a ndo se curar
espontaneamente, a LCD nao oferece risco de morte aos individuos portadores. Contudo,
o diagnodstico tardio e precario, pode levar ao aumento do tamanho da lesdo e

estabelecimento de infec¢des secundarias bacterianas (DAVID; CRAFT, 2009).

A migracao dos parasitas do local de inoculacdo para a mucosa nasofaringiana
caracteriza a leishmaniose cutanea mucosa (LCM). A LCM ¢ produto de uma resposta
imune exacerbada contra os parasitas e pode levar ao desenvolvimento de lesdes
destrutivas nas mucosas (REITHINGER et al., 2007). A leishmaniose difusa, causada
principalmente pela L. amazonensis, ¢ caracterizada pelo aparecimento de lesdes

nodulares de variados tamanhos em diversas regidoes do corpo.
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As lesdes de LT tendem a cura espontanea, entretanto, uma intervengao
medicamentosa com drogas leishmanicidas ¢ requisitada em grande parte dos casos
(DAVID; CRAFT, 2009). Segundo Costa- Filho e colaboradores (2008), a droga
referéncia contra a LCM ¢ o antimoniato de N-metil-glucamina (DA COSTA FILHO;
LUCAS; SAMPAIO, 2008).

O desfecho da infecgdo por Leishmania sp ¢ suas manifestagdes clinicas estdo
intrinsecamente relacionadas com as peculiaridades da espécie do parasito, resisténcia
imunologica do hospedeiro, além de fatores genéticos e ambientais (GUPTA; OGHUMU;
SATOSKAR, 2013; OGHUMU et al., 2010).

5 RESPOSTA IMUNE CONTRA LEISHMANIA

5.1 OS MECANISMOS DA RESPOSTA IMUNE INATA NA
LEISHMANIOSE CUTANEA

Transgressdes da homeostase tecidual sdo acompanhadas pelo desenvolvimento
local de um foco inflamatorio, caracterizado pelo aparecimento dos pontos cardinais da
inflamacdo: calor, rubor, dor, edema e disfungdo. Este processo, conhecido como
inflamacdo, tem em ultima instancia a fungdo de promover o equilibrio fisioldgico e
confere uma resposta protetora contra uma série de estimulos nocivos, como invasao de

patdgenos ou dano tecidual (NETEA et al., 2018).

Durante o estabelecimento do processo inflamatério, ocorre o massivo
deslocamento de leucocitos (células especializadas em promover o reestabelecimento da
homeostase e defesa do organismo) para o sitio da infecg@o. Os leucocitos que constituem
0 sistema imune inato sdo a primeira linha de defesa do organismo durante a infec¢ao
parasitaria pela Leishmania (NYLEN; GAUTAM, 2010). Intimeros tipos celulares atuam
sinergicamente para estabelecer uma resposta imune apropriada contra o parasito.
Concomitantemente a inoculagdo de promastigotas metaciclicas pelo vetor na derme do
hospedeiro, ha a transferéncia de secregdes salivares dos flebotomos de natureza
imunomoduladora (ROHOUSOVA; VOLF, 2006). A presenca de tais substincias
impacta diretamente na atividade de células fagociticas, e contribuem para o sucesso

invasivo da Leishmania.
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A pele ¢ um orgao composto por uma variedade de células com fungao
imunolédgica, como células de Langerhans, células dendriticas dermais, macrofagos e
linfocitos T, além de queratindcitos, que secretam inimeras quimiocinas € citocinas em
resposta a presenca de patogenos (KAYE; SCOTT, 2011). Inicialmente, as promastigotas
recém-inoculadas sdo fagocitadas por diversos leucécitos, incluindo macréfagos tecido-
residentes, células dendriticas (DCs) dermais ou neutréfilos (VON STEBUT ET AL,
2007). Danos causados aos vasos capilares e aos tecidos que circundam o sitio de
inoculagdo induzem a liberacao de moléculas conhecidas como alarminas, por exemplo
interleucina -33 (IL-33), que auxiliam no recrutamento de neutréfilos (revisto em
AMULIC et al., 2012). Estudos in vitro revelam que, nos momentos iniciais da infeccao,
ocorre um extensivo recrutamento de neutréfilos para o foco da infeccao (PETERS et al.,

2008).

Uma das principais respostas do neutréfilo a Leishmania ¢ a fagocitose, que tem
como consequéncia a fusdo do fagolisossomo contendo tais parasitas com granulos
(repletos de substancias microbicidas) presentes no citoplasma dos neutrofilos
(FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003). Contudo, muitas espécies de Leishmania sao
capazes de subverter o arsenal leishmanicida dos neutréfilos, replicando-se no interior
dos mesmos, e eventualmente promovendo a ruptura desta célula (CHARMOY et al.,
2010) . A Leishmania major consiste em um embleméatico exemplo de subversdo da

maquinaria microbicida dos neutréfilos (LAUFS et al., 2002).

A infeccdo de neutréfilos ativa principalmente vias de morte celular e promovem
a liberagdo de fatores que propiciam sua remog¢ao por macrofagos ou células dendriticas,
que eventualmente sdo infectados (JOHN; HUNTER, 2008). O resultado da interagao
entre neutrofilos apoptdticos e macrofagos ¢ a liberagdo da citocina anti-inflamatoéria
TGF-B, e supressao de TNF -a (pro-inflamatéria), o que contribui para a sobrevivéncia
do parasito (RIBEIRO-GOMES; SACKS, 2012). Além disso, a morte dos neutrofilos
culmina na externalizagdo do parasita (que posteriormente irdo infectar outras células
mieloides) e de alarminas, que recrutam células dendriticas derivadas de monocitos (DCs)
para o sitio inflamatorio. As recém-chegadas DCs sdo entdo infectadas pelos parasitas, e
estas migram para os linfonodos a fim de realizar os eventos de apresentagao de antigeno

(AMULIC et al., 2012).

Os fatores inflamatdrios desencadeados nos momentos iniciais da infec¢ao por
Leishmania spp também sdao responsaveis pela atracdo de mondcitos para o foco
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infeccioso. E importante salientar que a migragdo de neutréfilos e mondcitos ocorre em
uma sequéncia temporal. Os monocitos sdo estimulados no sitio de inflamagao e passam
por um processo de diferenciacdo, dando origem aos macrofagos e células dendriticas
(estas ultimas serdo discutidas nas proximas sessoes) (KAYE; SCOTT, 2011). Os
macréfagos, por sua vez, sdo responsaveis pela secrecdo de diversos mediadores
inflamatoérios, incluindo as interleucinas 6 ¢ 12 (IL-6 ¢ IL-12), oxido nitrico (NO), e fator
de necrose tumoral (TNFa). Tipicamente, a diferenciagdo dos macroéfagos pode acontecer
de duas maneiras distintas. A ativacao classica de macrofagos (mediada por IFN- y) esta
relacionada a expressao de iNOS e alta producdo de espécies reativas de oxigénio,
culminando na destruicdo de patogenos intracelulares (GORDON; MARTINEZ, 2010).
A via alternativa de ativa¢ao de macrofagos ocorre através da exposicao destas células a
IL-4 e IL-13. Macréfagos alternativamente ativados sdo reconhecidos pelo aumento da
atividade enzimatica da arginase, que favorece a proliferacdo de Leishmania spp

(WAGER; WORMLEY, 2014) (Figura 3).

Mediadores lipidicos também assumem papel de destaque no estabelecimento da
imunidade contra a Leishmania spp. Tipicamente, os mediadores lipidicos constituem
uma rede complexa de lipidios bioativos que derivam de acidos graxos polisaturados
contendo 20 carbonos (BENNETT; GILROY, 2016). Inicialmente, frente a diversos
estimulos como a presenga de patdgenos ou citocinas, o acido araquidonico, um acido
graxo essencial localizado na membrana celular, ¢ metabolizado pela enzima fosfolipase
A2 (PLA2), promovendo a concentragdo de acido araquiddnico no citosol assim como
em outros subcompartimentos celulares(DENNIS; NORRIS, 2015). Posteriormente, o
acido araquidonico pode ser metabolizado por trés vias enzimaticas distintas para dando
origem as diversas classes de eicosandides. A via da ciclooxigenase (COX) da origem as
prostaglandinas e tromboxanos, que coletivamente possuem grande influéncia nos
processos da inflamagdo. O citocromo P450 atuam enzimaticamente na biossintese de
acidos epoxieicosatriendicos. Por fim, os leucotrienos e lipoxinas sdo outra classe de
eicosanoides derivadas da via da lipoxigenase (LOX) (BENNETT; GILROY, 2016).
Dados presentes na literatura apontam o LTB4 como potente indutor do estabelecimento
de respostas pro-inflamatorias, inclusive no contexto de infec¢do por Leishmania spp
(CHAVES; CANETTI; COUTINHO-SILVA, 2016; MORATO et al., 2014a; TAVARES
et al., 2014). Dentre as fun¢des imunologicas atribuidas ao LTB4, destacam-se a

capacidade de quimioatracdo de diversos tipos celulares como neutréfilos, monocitos e
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DCs, indugdo da migragao de DCs para 6rgaos linfoides e inducao de sintese de espécies

reativas de oxigénio (ROS) (PRETE et al., 2011)

Maﬂfagos
infectados

Linfonodo

Células Th

Células
Dendriticas

Figura 3. Resposta imune inata frente a infeccio de Leishmania spp. Diversos leucdcitos
participam de maneira sinérgica no estabelecimento de respostas a Leishmania. Os neutrofilos
figuram entre as primeiras células a migrarem para o sitio infeccioso ¢ consequentemente sdo um
dos pioneiros na interagdo com os parasitos. O desfecho do didlogo entre neutréfilos e Leishmania
depende de inimeros fatores, que incluem a espécie do parasita e fatores genéticos do hospedeiro.
Tipicamente, neutrofilos infectados passam por um processo de morte programada, apoptose, ¢
sdo fagocitados por macrofagos. Desta maneira, ocorre a transmissao do parasita para estas células
e a inflamagdo é amplificada. Dependendo da via de ativagdo macrofagica, sinais imunoldgicos
relacionados com a destrui¢do ou manutencao do parasita sdo induzidos. As células dendriticas
também exercem papel fundamental na imunopatogénese da leishmaniose, sendo decisivas no
estabelecimento de respostas imune adquirida contra tal patdégeno (Scott & Novais, 2016 —
adaptado).

5.2 NEUTROFILOS: CARACTERISTICAS GERAIS E FUNCAO MICROBICIDA

Os neutrofilos polimorfonucleares (PMNs) sdo os leucocitos mais abundante do

sistema imune inato, € constituem uma das primeiras linhas de defesa estabelecida nos

22



contextos de infeccdo e inflamacgao (NICOLAS-AVILA; ADROVER; HIDALGO,
2017). Tais células originam-se de células-tronco hematopoiéticas, que também sdo
precursoras de outros inimeros elementos do sangue (BORREGAARD, 2010). Os
neutrdfilos, sob a instrugdo de apropriados fatores de crescimento e estimulos de
citocinas, submetem-se a longos e complexos processos de diferenciacao celular a fim de
dar origem a sua forma funcional. Seus estdgios precursores sdo conhecidos como:
mieloblasto, promieldcitos, mieldcito, metamieldcito, e por fim, polimorfonucleares

(BORREGAARD, 2010).

Os neutréfilos podem ser distinguidos morfologicamente pela presenca de
diversos granulos citoplasmaticos e por seu nucleo multilobulado, que ¢ facilmente
corado por corantes histologicos como a hematoxilina (LEY et al., 2018).PMNs sao
células labeis, tendo meia - vida com durag¢dao de aproximadamente 8-20 horas, e que

estdo programadas para submeter-se a apoptose (SUMMERS et al., 2010).

Os neutrofilos sdo especializados no reconhecimento de patdégenos que
comprometem a integridade homeostatica do hospedeiro e devem rapidamente iniciar sua
acdo microbicida (SEGAL, 2007) O reconhecimento de organismos exogenos ¢ feito
principalmente através da interagao dos neutrofilos com padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPs), localizados na superficie dos microorganismos (AMULIC et al.,
2012; MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2013). Para que tal identificacdo seja
possivel, os PMNs , assim como outros leucdcitos contam com os receptores de

reconhecimento de padrdo (PRRs) (LEY et al., 2018).

A presenga de patégenos induz a ativagdo do arsenal microbicida dos neutrofilos,
que culminam em aumentos nas taxas de fagocitose, liberagdo de granulos enzimaticos,
indu¢cdo de mecanismos dependentes de oxigénio, ou formacdo de extensas redes
extracelulares, as NETs (BORREGAARD; SORENSEN; THEILGAARD-MONCH,
2007). A fagocitose de patogenos ¢ fomentada pela opsonizagdo deste por proteinas do
sistema complemento, como as moléculas C3b e C3bi ((LEE; HARRISON; GRINSTEIN,
2003).

Os granulos citoplasmaticos presente em neutrofilos carregam uma miriade de
enzimas com alta capacidade toxica para patdgenos. Os granulos neutrofilicos podem ser

subdivididos de acordo com sua composic¢ao, sdo eles; Granulos primarios (azurofilicos),
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Granulos secundarios (ou especificos) e os granulos terciarios (gelationosos) (CIEUTAT

etal., 1998; RORVIG et al., 2013).

Os granulos azurofilicos sdo caracterizados por seu grande didmetro (0,3 um), seu
desenvolvimento pioneiro durante a maturagdo neutrofilica, e por albergarem
principalmente a-defensinas, mieloperoxidades (MPO) e serina proteases (AMULIC et
al., 2012). O mecanismo de atuagdo das a-defensinas consiste na formacao de poros na
superficie dos patogenos, permitindo o influxo de diversos componentes do meio externo
e subsequente ruptura da homeostase celular destes organismos (BORREGAARD;
SORENSEN; THEILGAARD-MONCH, 2007; LEHRER; LU, 2012). A MPO atua sob
a formagdo de 4cidos, como acido hipocloroso, que atacam a membrana celular dos
organismos invasores (NAUSEEF, 2014). Por fim, tem-se as serinas proteases,
tipicamente caracterizadas pelas elastase e proteinase G. A elastase produzida por
neutrofilos tem a capacidade de modular a liberacdo do fator de necrose tumoral (TNF-
a) pelos macrofagos (WILLIAM VANDIVIER et al., 2002). Coletivamente, as serinas
proteases exercem influéncia na ativagdo de diversas células como as endoteliais e

epiteliais, além de outros leucocitos como macrofagos e linfocitos (AMULIC et al., 2012)

Os granulos secundarios possuem substancias que atuam no sequestro de ferro e
que limitam o crescimento bacteriano; sdo as lactoferrinas. Ja os granulos tercidrios
possuem gelatinases, por exemplo a metaloproteinase-9 (MMP9) que atua sob a matriz

extracelular (FAURSCHOU; BORREGAARD, 2003)

Os neutrofilos também sdo capazes de desencadear eventos de explosdo
respiratdria produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS) (SEGAL, 2007). O principal
aparato enzimatico de geracdo de ROS ¢ a enzima NADPH oxidase, localizada na
membrana de fagolisossomos de neutréfilos. Os produtos da NADPH oxidase sao
extremamente nocivos a microorganimos, entre tais moléculas destacam-se o peroxido de
hidrogénio e o acido hipocloroso (LEE; HARRISON; GRINSTEIN, 2003). Uma outra
alternativa microbicida adotada por neutrofilos ¢ a geracdo de redes extracelulares,
composta por proteinas e cromatina, formando redes fibrosas de DNA — as NETs
(neutrophil extracelular traps) (AMULIC et al.,, 2012; MAYADAS; CULLERE;
LOWELL, 2013).
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5.3 O PROCESSO DE ATIVACAO NEUTROFILICA

Durante condi¢des homeostaticas, os neutrofilos circulam na corrente sanguinea,
através dos vasos e capilares, em um estado conhecido como quiescente — no qual a
magquinaria de destrui¢ao de patdgenos encontra-se desativada (MAYADAS; CULLERE;
LOWELL, 2013). Estes neutréfilos circulantes sdo capazes de notar a presenca de sinais
inflamatoérios, liberados pela atividade dos microorganismos ou pelo dano tecidual no
foco da infeccdo (BORREGAARD, 2010). Mediante a identificacdo de padrdes
moleculares associados ao perigo (DAMPs) e alteracdes nos gradientes quimiotaticos,
tais neutréfilos iniciam o processo de migracao através dos vasos sanguineos acessando

o sitio inflamatério (MANTOVANI; CASSATELLA; COSTANTINI, 2011).

Na presenca dos estimulantes apropriados, como LPS, TNF, IL-17, entre outros,
as células endoteliais disparam a sintese de moléculas de adesdao na regido luminal dos
vasos sanguineos (AMULIC et al., 2012). Entre essas moléculas, destacam-se as P — ¢ E
— selectinas, glicoproteinas transmembranosas de cadeia unica, que estdo associadas

aderéncia celular (MULLER, 2013)

Por sua vez, os neutréfilos devem ser capazes de reconhecer os padroes associados
a inflamacao recém-produzidos pelas células endoteliais, e o fazem por intermédio de
duas moléculas constitutivamente expressas em sua superficie: a PSGL-1 e L-selectinas
(MULLER, 2013). O contato fisico direto estabelecido entre as P- e E- selectinas das
células endoteliais e as L-selectinas de neutrofilos caracteriza a etapa inicial de migragao
neutrofilica, coletivamente reconhecidos como eventos de captura dos neutrdfilos pelas
células endoteliais (WOODFIN; VOISIN; NOURSHARGH, 2010). As alteracdes
internas do neutrofilos culminam nos eventos de aderéncia firme, mediados por proteinas
especiais — as integrinas — como a LFA -1(* lymphocyte fuction associated antigen 1 )
e MAC-1 (“macrophage 1 antigen “) (WAGNER; ROTH, 2000). Uma vez aderido a
membrana basal, os neutrofilos se encontram em um meio repleto de compostos
proteicos, como moléculas de laminina e colageno tipo IV, que podem estar envolvidos
no processo de ativagdao (LEY et al., 2007). De maneira geral, a cascata migratéria dos
neutréfilos envolvem os eventos de captura, rolamento, adesao, rastejamento e diapedese.
A execucao sequencial desses eventos culmina na passagem do neutrofilo para o sitio de
inflamacdo. Subsequentemente, ocorre a ativagdo de vdrias vias bioquimicas que irdo
determinar o comprometimento do neutréfilos com a eliminacao do patdogenos. Quando
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ultrapassada a barreira de células endoteliais, os neutrofilos alcangcam o estado ativado e

subsequentemente iniciam a sua programacdo microbicida como a fagocitose,

degranulacdo, geracdo de ROS e NETs (eventos ja descritos aqui) (LEY et al., 2007)
(figura 4).
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Figura 4. Os Processos de recrutamento e ativacio de neutrofilos. Estimulos provenientes de
processos inflamatorios promovem a passagem dos neutrofilos circulantes para o sitio de
inflamagdo. Inicialmente, as selectinas permitem a associacdo dos neutrofilos com as células
endoteliais que revestem os vasos sanguineos, caracterizando a etapa de rolamento.
Posteriormente, as integrinas permitem a adesdo e rastejamento destas células sobre a parede dos
vasos. Alteragdes funcionais e estruturais sdo induzidas nos neutréfilos por intermédio de fatores
liberados pelas células endoteliais. Por fim, os neutréfilos ganham acesso ao sitio de inflamacao
através de eventos de transmigragdo induzidos por gradiente de elementos quimiotaticos.

(adaptada de:http://www.medicinanet.com.br/m/conteudos/acpmedicine/5797/sepse.ht)
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5.4 IMUNOBIOLOGIA DAS CELULAS DENDRITICAS

As células dendriticas (DCs) destacam-se como um grupo de células com notoria
capacidade de apresentagao de antigenos, sendo assim fundamentais na indugdo de
respostas imunologicas e tolerdncia (STEINMAN, 2007). Durante a ocorréncia de
eventos inflamatorios, as células dendriticas sdo responsaveis pela conexdo entre os eixos
inato e adaptativo das respostas imunoldgicas. Embora tenham grande relevancia
imunologica, as DCs ndo constituem um grupo homogéneo e sao classificadas de acordo
com critérios como localizacdo tecidual, expressao de determinadas proteinas de

superficie e funcao imune (COLLIN, 2018).

As populacdes de células-tronco residentes na medula 6ssea sao os precursores de
todos os subtipos de DCs. Inicialmente, as células-tronco hematopoeticas diferenciam-se
em progenitores de granuldcitos-macrofagos (PGM) ou em progenitores multi-linfoides
(PML) que dao origem aos varios estagios existentes na ontogenia das DCs. Os principais
subtipos de DCs envolvem as DCs mieloides ou convencionais, as plasmacitoides,
Células de Langerham, e as células dendriticas derivadas de mondcitos (moDCs)

(COLLIN, 2018).

Como descrito nas sessdes anteriores, 0os monocitos constituem um grupo de
células mononucleares fagociticas com grande plasticidade fenotipica que podem dar
origem a células dendriticas e macrofagos (SPRANGERS; VRIES; EVERTS, 2016) . Os
mondcitos humanos sao células circulantes no sangue periférico e suas subpopulagdes
sdo caracterizadas principalmente pela expressdao superficial de CD14 ¢ CD16. Em
resposta a estimulos inflamatorios, os monocitos circulantes invadem os tecidos e passam
por um processo de diferenciagdo em moDCs (SPRANGERS; VRIES; EVERTS, 2016).
Dados presentes na literatura dao suporte a ideia de que diferenciacdo in vitro de
mondcitos na presen¢a dos fatores de crescimento GM-CSF e IL-4 também culmina na
formacao tais células dendriticas (HANIFFA; BIGLEY; COLLIN, 2015). Inicialmente,
as células dendriticas encontram-se em um estado imaturo reconhecido pela grande
capacidade de captura de antigeno e pela baixa expressao de MHC I e II, assim como
moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86 (FEIJO et al., 2016; HOFFMANN, 2004).
Quando as DCs reconhecem e capturam antigenos, elas passam por um processo de
maturagao que culmina na aquisicdo de um fenétipo especializado para a apresentagao de

antigenos para os linfécitos T. Este processo de maturacdo ¢ caracterizado pelo aumento
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da capacidade migratdria para os linfonodos e pela expressao de citocinas e moléculas de
superficie que promovem a ativacdo e proliferacdo de linfocitos (MOLL, 2003). As
células dendriticas podem ter sua maturacdo alterada quando infectadas por patdogenos
(GHOSH; BANDYOPADHYAY, 2004). J& foi demonstrado que a diferenciagdo na
presenca de Leishmania amazonensis reduz a expressao de CD80, CD1a e a producgao de
IL-6 por células dendriticas. Além disso, essas células ndo foram capazes de ativar
adequadamente linfocitos T autdlogos (FAVALI et al., 2007). Alteragdes na expressao
de moléculas co-estimulatdrias de células dendriticas foram descritas em infecgdes por P.
falciparum (XHO et al., 1999) e reducao na producao de IL-12 e IFN-y foram observadas
nas culturas com Brugia malayi microfilaria (SEMNANI et al., 2001).

Depois de passar por processos moleculares que culminam em sua maturagdo, as
células dendriticas estdo prontas para a apresentagao de antigenos. A interagao entre DCs,
portando fragmentos de antigenos, e células T naive culmina na diferenciacdo destas
ultimas em dois subtipos principais: as células Thl e Th2 (KAPSENBERG, 2003). Sabe-
se que esta dicotomia ¢ uma representacdo bastante simploria da diversidade dos subtipos
de células T em contextos bioldgicos. Tipicamente no contexto de infec¢do por
Leishmania sp, as células Thl sdo responsdveis pela producdo de citocinas que se
encaixam em um perfil pro-inflamatdério como TNF-a e IFN-y, que agem sinergicamente
para conferir protecdo contra tais parasitos. A principal caracteristica da atividade
leishmanicida de IFN-y € a polarizagdo classica de macrofagos produtores de ROS e
capazes de eliminar parasitas intracelulares (LIU; UZONNA, 2012). Por outro lado, o
perfil Th2 ¢ reconhecido pela produgao de citocinas anti-inflamatdrias, como IL-4 e IL-
13, que promovem a ativagdo alternativa de macréfagos com subsequente aumento da
proliferagdo parasitaria (LIU; UZONNA, 2012). Ademais, estudos recentes apontaram a
participacdo de outro subtipo especial de células T durante os eventos de infec¢dao por
Leishmania sp. Dentre eles, destacam-se os linfocitos Th17 ( produtores de IL-17 e
responsaveis pelo aumento da migragao de neutrofilos) e as células T reguladoras (
produtoras de IL-10 e TGF-B que conferem reduzidas taxas de eliminagdo parasitaria)

(EHRLICH et al., 2014; GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017) (figura 5).

28



Eliminagdo parasitaria

Oxido
nitrico

Sobrevivéncia
do parasita

Poliaminas

Figura 5 — Regula¢do exercida por células dendriticas e macréfagos sob a infeccio por
Leishmania sp. Durante o estabelecimento da infec¢do, células dendriticas € macrofagos
reconhecem o parasita e orquestram diversos mecanismos que definem o desfecho da infecgéo.
Uma das principais respostas destas células ¢ a fagocitose de tal protozoario. Células dendriticas
infectadas produzem IL-12, citocina que instrui a diferenciag@o e proliferacdo de células Thl, que
por sua vez liberam copiosas quantidade de INF-y. Esta citocina tem relevancia substancial na
ativacao classica de macrofagos caracterizada pela expressao de iNOS, producdo de NO e
subsequente destrui¢do do parasita. Alternativamente, sob certas circunstancias, as células
dendriticas infectadas podem favorecer a expansdo de células Th2 que secretam citocinas de
carater anti-inflamatorio IL-4 e IL13. Assim, ocorre a ativagdo alternativa dos macrofagos,
reconhecida pelo aumento da atividade da arginase e sobrevivéncia de Leishmania sp. Além dos
mecanismos de regulacdo ja descritos, macrofagos infectados podem produzir I1-10 e TGF-3 em
quantidades necessarias para a expansdo de células T regulatorias. Estas, por conseguinte,
orquestram eventos de imunoregulagdo com subsequente mitigagdo das respostas contra o
parasito. (adaptado de Dong e Jude, 2012).

5.5- COMUNICACAO DE NEUTROFILOS E CELULAS DENDRITICAS

Dados presentes na literatura sugerem que células dendriticas sdo capazes de
interagir com outros tipos celulares e que o desfecho deste didlogo imunoldégico pode
modular as atividades bioldgicas das células dendriticas (BREEDVELD et al., 2017).
Sabe-se que neutrofilos ativados sdo capazes de modular os eixos inato e adaptativo da

resposta imune através de inumeros mecanismos (LELIEFELD; KOENDERMAN;
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PILLAY, 2015). Levando em consideracao que neutrofilos e células dendriticas estao co-
localizados no sitio inflamatdrio, a sua interacdo ¢ de suma importancia para a
compreensdo de processos patologicos. No contexto de infeccdo causadas por
protozoarios, ja foi demonstrado que RANTES, MIP-3, IL-12 ¢ TNF-a liberados por
neutréfilos estimulados com 7 gondii induzem o recrutamento e a maturagdo de células
dendriticas, aumentando a expressdo de CD80, CD86 e CD40 essencial para a interagdo
com células T (BENNOUNA e col, 2003). De maneira similar, o controle da infec¢do
causada por Leishmania estd relacionado a uma resposta efetora de células T, que sao
sensibilizadas por células dendriticas, sendo caracterizada pela secrecao de citocinas pro-

inflamatorias como IFN-y, TNF-a (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002).

A interacdo fisica entre neutrofilos e células dendriticas ocorre por intermédio de
receptores localizados na membrana celular destes dois tipos de leucodcitos. Estes
receptores sa3o 0 MAC-1 ( macrophage — antigen 1) dos neutroéfilos e o DC-SIGN (DC-
specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin) das células
dendriticas (GISBERGEN e col, 2005; MEGIONAVI e col, 2006). O DC-SIGN ¢ uma
proteina que faz parte da familia das C-Lectinas e que possui grande afinidade pela
molécula ICAM3 (GARCIA-VALLEJO; VAN KOOYK, 2013). Além de mediar a
interagdo das células dendriticas com outros diversos tipos celulares, o DC-SIGN também
possui relevante func¢ao na ligagdo das DCs a patogenos, através da reconhecimento de
dominios de glicoproteinas que exibem grande quantidades de manose (BROWN;
WILLMENT; WHITEHEAD, 2018)Estudos pioneiros de Yvette van Kooyk e seu grupo,
demonstraram a importancia do DC-SIGN na interagdo com neutrofilos, e no processo de
maturacao de células dendriticas (VAN GISBERGEN et al., 2005). Dados na literatura
demonstram que camundongos depletados de neutrofilos e infectados com L donovani
apresentam um aumento na carga parasitaria do bago e figado associado com aumento da
secre¢do de IL-4 e IL-10 e uma reducdo da secre¢do de IFN-[] por células T

(McFARLANE e col, 2007).

Desta forma o esclarecimento da participagdo inicial de neutr6filos humanos
ativados na regulacdo da infeccdo de células dendriticas por Leishmania bem como na
posterior resposta linfocitaria sdo de extrema importancia para possibilitar o
entendimento de mecanismos imunopatogénicos que determinam a resposta imune

adquirida bem-sucedida no contexto dessa importante parasitose.
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6 JUSTIFICATIVA

A importancia da comunicacao entre diferentes tipos de leucocitos no contexto de
infeccdo por Leishmania sp tem sido alvo de extensa investigacdo. Sabe-se que
neutrofilos sdo capazes de interagir com outras células do sistema imune inato, como as
células dendriticas, que sdo decisivas no estabelecimento da resposta imune adquirida.
Contudo, pouco se sabe acerca do papel dos neutrofilos ativados na modulagao de
respostas imunes de células dendriticas infectadas por L. amazonensis. Frente a isso, faz-
se importante a investigagdo dos efeitos da interagdo entre esses dois tipos celulares no
contexto de infec¢do por tal parasita. Desta maneira, os resultados do presente trabalho
contribuem para a identificacdo dos mecanismos de controle da infec¢ao e compreensao

da imunopatogénese da leishmaniose.

7 HIPOTESE

Neutrofilos humanos contribuem para o controle da infecgdo de L. amazonensis

em células dendriticas.
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8 OBJETIVO GERAL

Investigar os mecanismos empregados por neutréfilos humanos no controle da

infeccdo por L. amazonensis em células dendriticas.

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

L. Investigar a contribui¢do dos neutr6filos humanos no controle das taxas de
infeccdo e carga parasitdria em células dendriticas infectadas por L.

amazonensis.
II. Avaliar os efeitos da interagdo entre neutrofilos e células dendriticas

infectadas por L. amazonensis no perfil de producdo de citocinas e mediadores

lipidicos relacionados ao controle da infecgao.

I11. Investigar a relevancia dos neutrdfilos na maturagdo de células dendriticas

infectadas por L. amazonensis.
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9 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Laboratorio Interagdo Parasito-Hospedeiro e

epidemiologia, Laiphe do Instituto Gongalo Moniz — FIOCRUZ Babhia.

CULTIVO DE LEISHMANIA AMAZONENSIS

A cepa MHOM/BR/00/BA125 foi utilizada para infeccdo das células dendriticas.
Promastigotas de L. amazonensis foram mantidas em meio de cultura Schneider (Sigma
Aldrich, St Louis, MO®), suplementado com 10 % de soro bovino fetal (Cripion), 2 mM
de L-glutamina, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma Aldrich,
St Louis, MO®), em estufa a 24 °C. Durante o periodo de cultura, as promastigotas foram
contadas, na camara de Neubauer com uma diluicao de 100x em salina, a fim de mensurar
a dindmica de crescimento do parasita. Em todos os experimentos foram utilizadas

Leishmania amazonensis metaciclicas em fase estacionaria.

OBTENCAO E CULTIVO DE CELULAS DENDRITICAS DERIVADAS DE
MONOCITOS

Os mondcitos foram obtidos a partir do sangue periférico de doadores saudéaveis do
Hemocentro do Estado da Bahia (HEMOBA). O sangue foi diluido em salina (1:1) e
processado, utilizando-se o gradiente de separacdo HISTOPAQUE® 1077 (Sigma
Aldrich, St Louis, MO) por 30 minutos a 360xg em temperatura ambiente. Apos a
centrifugacdo, forma-se um anel composto por células mononucleares que foi coletado e
lavado 3 vezes com salina a 4°C em 200xg. Para diferenciagdo em células dendriticas, as
c¢lulas mononucleares passaram por coluna de separagdo magnética para isolamento de
células CD14+ (monocitos). Estas células CD14+ foram cultivadas por 7 dias na
concentracdo de 1x10%mL em meio completo na presenga de IL-4 (100UI/mL) e GM-
CSF (50ng/mL; ambos da PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA) em placa de 24 pogos. A
cada 3 dias de cultura, 500 pL. de meio contendo os fatores de crescimento eram

removidos e substituidos pela mesma quantidade de meio fresco.
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INFECCAO IN VITRO DE CELULAS DENDRITICAS POR L. AMAZONENSIS

Como descrito anteriormente, promastigotas de L. amazonensis em fase estacionaria
foram utilizadas para a infeccao in vitro de células dendriticas humanas. Os ensaios de
infeccao foram realizados na propor¢ao de 10 parasitas para cada célula dendritica (10:1)
em meio de cultura completo a 37°C, 5% COz por 24 horas. Posteriormente, as células
foram centrifugadas duas vezes com salina a 100xg a fim de remover os parasitas nao

internalizados.

OBTENCAO E CULTURA DE NEUTROFILOS HUMANOS

Os neutrofilos foram obtidos a partir do sangue periférico de doadores saudaveis do
Hemocentro do Estado da Bahia (HEMOBA). O sangue foi processado utilizando-se o
gradiente de separagcdo Polymorphprep, conforme instrugdes do fabricante (Axis-Shield
Poc AS, Oslo, Noruega). Em resumo, o sangue e o gradiente foram centrifugados por 45
minutos a 300xg a temperatura ambiente. Apos a centrifugagcdo, duas regides sao
observadas: a primeira (mais superficial), constituida por células mononucleares e a
segunda formada por polimorfonucleares, principalmente neutrofilos. Em seguida, os
neutrofilos foram coletados e lavados trés vezes com salina (NaCl a 0.9%) a 4°C por 10
minutos a 200xg, sendo a primeira lavagem, feita com salina a 0.45% para hidratar as
células. Apos a lavagem, foi feita a contagem das células em cadmara de Neubauer, com
uma diluicao final de 100x no corante Azul de Tripan. As células foram ressuspensas na
concentragio de 5x10°/mL e cultivadas a 37° C, em 5% de CO2, em meio RPMI-1640
(Gibco Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) suplementado com 2mM de L-
glutamina, 100U/mL de penicilina e 100p/mL de estreptomicina (meio completo) (Gibco
Invitrogen Corporation) para cultivo em placa de 96 pogos (Corning Incorporation,

Costar, NY, USA).

ATIVACAO IN VITRO DOS NEUTROFILOS COM FIBRONECTINA

A ativagado de neutréfilos foi induzida pela exposicao das células as superficies da placa

de cultura recobertas pelas proteinas da matriz extracelular fibronectina. Resumidamente,
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as placas de cultura de 96 pogos estéreis (Corning Incorporation, Costar, NY, USA) foram
previamente recobertas com 50ul de uma solucdo de coldgeno a 300pg/ml (BD
pharmingem, San Diego, CA) e incubados por 12 horas a 4 °C. Para aumentar a ligacao
da fibronectina aos pogos da placa, 100ul de uma solucdo de 10pg/ml dessa proteina
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO) foi adicionada aos pocos previamente cobertos com
colageno por 1 hora a 37°C. Apoés a sensibilizacdo com a fibronectina, os pocos foram
lavados trés vezes com salina e 2x10° neutréfilos em meio RPMI foram adicionados em
cada pogo e incubados por 1 hora a 37°C e 5% CO2. Apds a incubacdo com as proteinas
de matriz, os neutrofilos foram coletados e centrifugados com salina por 100xg 10
minutos a 4°C. Em seguida foram contados e usados nas co-culturas com células

dendriticas infectadas.

CO-CULTURA CELULAS DENDRITICAS - NEUTROFILOS ATIVADOS

Células dendriticas infectadas foram co-incubadas com neutrofilos pré- ativados com
fibronectina em meio RPMI suplementado com 2 mM/mL de L-glutamina, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA)
por 4, 12 ou 18 horas. Nos experimentos de interagdo de neutrofilos e células dendriticas
infectadas com L. amazonensis, utilizou-se a propor¢ao de 5:1 (neutrofilos: células
dendriticas). Apds estes periodos, os pocos foram lavados com salina e as laminulas
fixadas com metanol por 20 minutos e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Para
determinar a taxa de infecc¢ao das células dendriticas, contou-se 500 células por condi¢do

e em duplicata de laminulas.

TRATAMENTO DE NEUTROFILOS COM INIBIDORES ENZIMATICOS

Os neutréfilos humanos foram plaqueados na quantidade 5x10° por poco, € os grupos
experimentais apropriados foram tratados com 10uM inibidores de MPO humana
(ABcam,Cambrigde,UK ), MMP-9 ( Abcam,Cambrigde,UK) ou anticorpo neutralizante
da elastase neutrofilica (anti-NE) ( r&d systems, Mineapollis, USA).
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ENSAIO DE COMPARTIMENTALIZACAO DE NEUTROFILOS E CELULAS
DENDRITICAS

C¢lulas dendriticas infectadas por L. amazonensis foram acomodadas no compartimento
inferior de placas Transwell (Sigma Aldrich, St Louis, MO) contendo meio RPMI
suplementado com 2 mM/mL de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina (Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA). Paralelamente,
neutréfilos humanos ativados foram acomodados na parte superior da placa de Transwell.
A co-cultura foi incubada a 37° C por 18 horas. Subsequentemente, as células dendriticas
presentes na porcao inferior da placa foram coletadas, lavadas com salina e as laminulas
fixadas com metanol por 20 minutos e coradas com hematoxilina-eosina (HE). Para
determinar a taxa de infeccao das células dendriticas contou-se 200 células por condi¢ao

e em duplicata de laminulas.

TRATAMENTO DOS NEUTROFILOS COM INIBIDORES DA BIOSSINTESE
DE LEUCOTRIENO B4

Neutréfilos humanos ativados foram plaqueados na quantidade de 5x10° células por pogo
e tratados por 1 hora com 10uM zileuton (Cayman Chemical Company), a fim de inibir
a acdo da enzima 5-LOX e consequente biossintese de LTB4. Posteriormente, os
neutrdfilos foram centrifugados com salina a 100xg por 10 minutos a 4° C. Entdo, os
neutrofilos pré-tratados com zileuton foram adicionados a cultura de células dendriticas

infectadas por L. amazonensis.

ENSAIO DE NEUTRALIZACAO DOS RECEPTORES DC-SIGN E BLT1
Inicialmente, células dendriticas humanas foram infectadas por L. amazonensis durante
24 horas em meio RPMI suplementado com 2 mM/mL de L-glutamina, 100 U/mL de
penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Gibco, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA).
Posteriormente, as cé€lulas dendriticas foram centrifugadas a 100xg por 10 minutos a 4° C
a fim de remover as promastigotas ndo internalizadas. Por fim, foram adicionados
neutr6filos humanos ativados juntamente com 50ng/mL do anticorpo aDC-SIGN
(Cayman Chemical Company) ou 5uM do antagonista BLTI1(U-75302, Cayman
Chemical Company).
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QUANTIFICACAO DE CITOCINAS E MEDIADORES LIPIDICOS

Ap0s os tempos determinados de interagao entre neutréfilos ativados e células dendriticas
infectadas por L. amazonensis, os sobrenadantes de tais co-culturas foram coletados a fim
de se avaliar a producdo de citocinas e mediadores lipidicos. Os sobrenadantes foram
testados para a presenca das interleucinas 1 (IL-1p), IL-6, IL-8, IL10, IL-12p70 e TNFa
pelo kit Cytometric Bead Array (CBA, BD Biosciences) conforme instrugdes do
fabricante. Os mediadores lipidicos LTB4 ¢ PGE2 foram quantificados por ELISA de
competi¢ao de acordo com instrugdes do fabricante (Cayman Chemical Company, MI,

USA).

CARACTERIZACAO DO PROCESSO DE MATURACAO DE CELULAS
DENDRITICAS

Os niveis de maturagdo de células dendriticas co-cultivadas com neutréfilos ativados
foram mensurados com base na expressdo de determinados marcadores de superficie
através de citometria de fluxo (LRSFortessa, BD Biosciences,San Diego, CA, USA).
Foram utilizados os seguintes anticorpos para a marcacao superficial: CD11c¢c (BV605,
Biolegend), CD40 (FITC, BD pharmingen), CD86 (PE-CYS5, eBIOSCIENCE), CD209
(PE, BD pharmingen), HLA-DR (AF700, Biolegend). O programa FACSDIVA (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) foi utilizado para a aquisi¢ao de 50.000 eventos por
amostra. Subsequentemente, os dados foram analisados no software Flowjo (TreeStar,
Ashland, OR, USA). As frequéncias de células dendriticas CD11¢" expressando CD40,
CD209, CD86 ¢ HLA-DR Mg" assim como a intensidade de fluorescéncia média das

moléculas supracitadas, foram comparadas entre os grupos experimentais.

ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Prism versao 8.0
(GraphPad Software®). Os valores expressos representam as medianas com desvio
interquartilico obtidas em cada condigdo. As comparagdes entre os grupos foram
realizadas utilizando o teste kruskal-wallis com pds-teste de Dunn apropriado para dados
ndo paramétricos. Todos os experimentos foram realizados com pelo menos trés

repeticoes e valor de p<0.05 foi considerado estatisticamente significante.
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10 DESENHOS EXPERIMENTAIS

1. Ativagdo in vitro de neutrdfilos utilizando proteinas da matriz extracelular.

Obtengdo de neutrdfilos l l

Neutrofilos ativados

Obtengdo d iférl Neutréfilos Frotéinacds
;:Fin: Ivi.d:“l‘::uz::ml: e Obtencido de PMN em repouse matriz extracelular Neutréfilos ativados

2. Avaliar as taxas de infecgiio in vitro e carga parasitaria de Células dendriticas infectadas por L.amazonensis na
presenca de neutrofilos humanos ativados
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3. Investigacdo do efeito do contato direto entre neutrofilos ativados células dendriticas infectadas por L.
amazonensis na maturagao e produgdo de mediadores inflamatérios
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4. Estratégia de analise por citometria de fluxo
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11 RESULTADOS

11.1  NEUTROFILOS ATIVADOS E EM REPOUSO SAO CAPAZES DE
RESTRINGIR A INFECCAO DE LEISHMANIA AMAZONENSIS EM CELULAS
DENDRITICAS.

Dados presentes na literatura ressaltam a capacidade dos neutrofilos de modular
as respostas imunoldgicas de outros tipos celulares. Portanto, o nosso intuito foi de avaliar
o potencial da interacdo entre neutrdfilos ativados e células dendriticas no controle da
infeccdo por L. amazonensis. Inicialmente, células dendriticas diferenciadas a partir de
mondcitos foram infectadas por L. amazonensis pelo periodo de 24 horas. Decorrido o
tempo de infec¢dao, as células dendriticas foram centrifugadas a fim de remover as
promastigotas de L. amazonensis ndo internalizadas. Subsequentemente, neutrofilos
ativados com fibronectina ou ndo foram co-cultivados por 12 horas com células
dendriticas infectadas. Os efeitos do estado de ativacao do neutréfilos sob o desfecho da
infeccdo foram inicialmente analisados a partir da determinagdo das porcentagens de
células dendriticas infectadas e quantidade de amastigotas encontradas. Nota-se que
células dendriticas cultivadas com neutro6filos tanto em repouso como ativados obtiveram
menores taxas de infeccdo (Figura 6A) e carga parasitaria (numero de amastigotas
encontradas a cada 100 células) (Figura 6B) quando contrastadas com o grupo
experimental ndo incubado com neutrdfilos. Uma vez que foram detectadas diferengas
ndo significantes nas taxas de infec¢do e carga parasitaria entre os grupos que receberam
neutrofilos em repouso e ativados, escolheu-se utilizar neutrofilos ativados para a

execugao dos experimentos subsequentes.
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Figura 6. Analise in vitro da relevancia de neutrofilos no controle das taxas de infeccio e
carga parasitaria de células dendriticas infectadas por Leishmania amazonensis. Células
dendriticas foram derivadas de mondcitos cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias. No término
deste periodo, DCs foram infectadas com promastigotas metaciclicas de L. amazonensis na
proporg¢@o de 10 parasitos por célula. Posteriormente, as DCs foram centrifugadas para que os
parasitos ndo internalizados fossem removidos. Entdo, neutrofilos humanos ativados ou ndo com
fibronectina foram incubados com as DCs pelo periodo de 12 horas. A) Percentual de células
dendriticas infectadas por L. amazonensis e co-cultivadas com neutrdfilos em repouso ou
ativados. B) Numero de amastigotas de L. amazonensis em 100 células dendriticas, n = 6. Teste
de Kruskal-wallis com pos teste de Dunn. ns (ndo significante), ** p < 0,01.
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112 A DEGRANULACAO DE ENZIMAS NEUTROFILICAS NAO CONTRIBUI
PARA A ELIMINACAO DOS PARASITAS EM CELULAS DENDRITICAS
INFECTADAS.

Com o objetivo de verificar os possiveis mecanismos envolvidos na redugdo das
taxas de infec¢do e carga parasitaria em cé€lulas dendriticas infectadas, foram analisados
os efeitos da inibicdo de enzimas produzidas por neutrofilos ativados. Entdo, células
dendriticas foram infectadas por L. amazonensis € posteriormente co-cultivados com
neutr6filos humanos ativados na presenca dos inibidores ou neutralizantes das seguintes
enzimas: Elastase neutrofilica, mieloperoxidase ou metaloproteinase 9. Observou-se que
a inibicdo de tais enzimas ndo influenciou de maneira significativa as taxas de infec¢ao,
uma vez que mediante ao bloqueio farmacologico supracitado, a porcentagem de células
infectadas foi similar ao do grupo co-cultivado com neutrofilos ativados e ndo tratado
com neutralizantes (Figura 7A). Além disso, embora tenham sido detectadas diferencas
nas atividades enzimaticas de MPO e NE entre os grupos experimentais (Figura 7B), isso
nao se refletiu na contencao do parasito. Desta maneira, os resultados obtidos apontam
que tais enzimas secretadas por neutro6filos ativados ndo devem participar diretamente no

controle da infec¢do in vitro por L. amazonensis
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Papel das enzimas neutrofilicas no processo de eliminacdo parasitiria em células
dendriticas infectadas por L. amazonensis. Células dendriticas derivadas de mondcitos foram

infectadas por 24 horas com L. amazonensis e posteriormente incubadas com neutrofilos ativados
por 12 horas. Os inibidores da mieloperoxidase (aMPO), elastase neutrofilica (aNE) e

metaloproteinase 9 (TIMP) foram adicionados a co-cultura. A) Porcentagem de células
dendriticas infectadas frente a inibi¢do de enzimas neutrofilicas (MPO, MMP9 ¢ NE) e co-
cultivadas com neutréfilos humanos ativados. B) Determinacédo da atividade enzimatica de MPO
¢ NE no sobrenadante fresco da co-cultura de células dendriticas infectadas por L. amazonensis e
neutréfilos ativados ou em repouso. n =6. Teste de Kruskal-wallis com pos teste de Dunn., * p <

0,05, ** p < 0,01.
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11.3 A ELIMINACAO DO PARASITA DEPENDE DO ESTABELECIMENTO DE
CONTATO DIRETO ENTRE CELULAS DENDRITICAS INFECTADAS POR L.
AMAZONENSIS E NEUTROFILOS ATRAVES DO DC-SIGN.

Para avaliarmos se o contato direto entre os receptores de neutrédfilos e células
dendriticas eram capazes de modular o desfecho da infec¢do por L. amazonensis,
realizamos o co-cultivo deste dois tipos celulares em placas dispondo de dois
compartimentos fisicamente separados por uma membrana semipermeavel, que ao
mesmo tempo que inviabiliza a interagdo direta entre estas células, permite a passagem
de pequenas moléculas presentes no sobrenadante das culturas (transwell). Foi observada
somente uma reducdo nas taxas de infeccdo e carga parasitiria no grupo em que
neutrdfilos e células dendriticas estavam em contato direto em contraste com o grupo

cultivado na placa Transwell (figura 8A).

Dados recentes da literatura apontam o envolvimento do DC-SIGN em diversos eventos
de adesdao celular, sinalizagdo e modulagdo das respostas imunolégicas de células
dendriticas frente a infec¢do por diversos patogenos (GARCIA-VALLEJO; VAN
KOOYK, 2013). Desta maneira, o nosso intuito foi de verificar se o DC-SIGN seria o
elemento responsavel pelo estabelecimento do contato fisico entre neutréfilos ativados e
células dendriticas, e se tal interacao direta teria consequéncias na susceptibilidade das
DCs a L. amazonensis. Pode-se observar que a neutralizacao do DC-SIGN ¢ seguida pela
elevagdo das taxas de infeccdo e carga parasitaria (figura 8B), sendo semelhantes ao grupo
controle ndo co-cultivado com neutréfilos ativados. Nossos resultados demonstraram que
mediante o bloqueio o DC-SIGN, as células dendriticas exibiam altos niveis de infeccao,
albergando um numero consideravel de amastigotas. Coletivamente, estes resultados
sugerem que a interacdo entre neutrofilos e DCs ocorre de maneira dependente do DC-

SIGN conduzindo a uma subsequente eliminagdo do parasita.
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Figura 8- Efeito do contato direto entre células dendriticas infectadas por L. amazonensis e
neutrofilos ativados sob as taxas de infec¢do e carga parasitaria. Células dendriticas derivadas
de mondcitos foram infectadas por 24 horas com L. amazonensis e posteriormente incubadas com
neutréfilos ativados por 12 horas. A) Taxa de infecgdo e carga parasitaria de células dendriticas
em livre contato com neutrofilos ativados ou separadas em diferentes compartimentos na placa
de transwell. B) Percentual de células dendriticas infectadas e numero de amastigotas de L.
amazonensis mediante inibi¢do do DC-SIGN. n =5. Teste de Kruskal-wallis com pos teste de
Dunn., *p <0,05.
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11.4 O CONTROLE DA INFECCAO DE L. AMAZONENSIS EM CELULAS
DENDRITICAS CULTIVADOS COM NEUTROFILOS ATIVADOS OCORRE DE
MANEIRA DEPENDENTE DE TNFA.

Dados presentes na literatura corroboram com a noc¢do de que neutrdfilos e células
dendriticas estabelecem sinapses imunolégicas através do DC-SIGN a fim de promover
a transferéncia de moléculas que modulam as respostas imunes de maneira reciproca.
Ludwig e colaboradores (2006) propuseram que o didlogo molecular mediado pelo DC-
SIGN culmina na liberacdo de TNFa. Nosso objetivo foi avaliar a relevancia do TNFa
proveniente da interacdo entre neutréfilo e células dendritica no contexto da infecg¢ao in
vitro por L. amazonensis (LUDWIG; GEIJTENBEEK; VAN KOOYK, 2006). As
concentragdes de TNFa do sobrenadante da co-cultura de células dendriticas infectadas e
neutréfilos ativados frente a inibigdo farmacologica do DC-SIGN ou nao foram
quantificadas por ELISA. Verifica-se que a neutralizacdo do DC-SIGN reduz a produgao
de TNFa se comparado com o grupo controle (ndo tratado com o anticorpo neutralizante)
(Figura 9A). Tal achado sugere que a producdo de TNFa esteja diretamente vinculada a
disponibilidade de DC-SIGN na superficie de células dendriticas. Posteriormente, tendo
em vista o potencial de inducdo de respostas microbicidas do TNFa, avaliamos a
relevancia de tal citocina no controle da infec¢do in vitro. Nota-se que o bloqueio do
TNFa culminou na elevacao das taxas de infec¢do e carga parasitaria em propor¢des
similares ao do grupo controle, no qual os neutro6filos ativados estdo ausentes (figura 9B).
Coletivamente, os dados apontam uma relagdo de direta proporcionalidade entre o

aumento da producao de TNFa mediado pelo DC-SIGN e eliminacao do parasito.
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Figura 9- Papel do TNF-a no controle da infeccao de L. amazonensis em células dendriticas
co-cultivadas com neutroéfilos humanos ativades. DCs humanas foram obtidas a partir de
células mononucleadas de sangue periférico mediante ao cultivo destas células com IL-4 ¢ GM-
CSF por 7 dias. Em seguida, as DCs foram infectadas com L. amazonensis por 24 horas na
proporg¢do de 10 parasitos/célula. Posteriormente, as DCs foram incubadas a 37°C em placas de
96 pocos na auséncia ou presenga de neutrofilos ativados. A neutralizagdo do TNFa foi realizada
com a adi¢do anticorpo neutralizante na concentracao de 1pg/mL a cultura. A) A Produgdo de
TNFa foi determinada por ELISA do sobrenadante da co-cultura com ou sem a inibi¢cdo do DC-
SIGN. B) Taxas de infecgdo e carga parasitaria em DCs tratadas ou ndo com o inibidor
farmacologico do TNFa. n =5. Teste de Kruskal-wallis com po6s teste de Dunn., * p < 0,05.
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11.5 A INTERACAO ENTRE NEUTROFILOS E CELULAS DENDRITICAS VIA
DC-SIGN REGULA A PRODUCAO DE MEDIADORES LIPIDICOS.

Sabe-se que as sinapses imunologicas estabelecidas entre células dendriticas e neutréfilos
facilitam a transferéncia de inumeros mediadores inflamatorios, dentre eles, os
mediadores lipidicos, que figuram como potentes moduladores de respostas imunes. Com
o objetivo de melhor entender a participagdo de mediadores lipidicos na interagdo
neutrofilo — células dendritica, os niveis de leucotrieno B4 e Prostaglandina E> foram
determinados por ELISA dos sobrenadantes das co—culturas apos 4 e 12 horas de
interacao (Figuras 10 A e B). Os resultados evidenciam que apds 4 horas de interagao
celular, os niveis de LTB4 s3o reduzidos diante da neutralizagdo do DC-SIGN. Tal
fendomeno nao ¢ observado na produgdo de PGE> no periodo de 4 horas, onde obtivemos
niveis semelhantes de produgdo de prostaglandina entre os grupos experimentais (com e
sem a adicdo de aDC-SIGN). Entretanto, apoés 12 horas de interagdo, observa-se uma
mudanca no perfil de mediadores lipidicos presente no sobrenadantes da co-cultura. Nota-
se uma reducdo dos niveis de LTB4, ao passo que o grupo experimental em que houve
contato direto entre as células (sem aDC-SIGN) exibiu um significativo aumento da
producdo de PGE,. Os nossos resultados também evidenciam que o predominio da
composi¢ao de mediadores lipidicos ocorre de maneira dependente do tempo de interagao
entre as células. De maneira geral, nossos dados apontam que a producao de eicosonoides
nas culturas de DCs infectadas e neutrofilos ativados estd vinculada diretamente a

disponibilidade do DC-SIGN.
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Figura 10- Quantificacdo dos mediadores lipidicos nos sobrenadantes de neutroéfilos
ativados cultivados com células dendriticas infectadas. DCs humanas foram obtidas a partir
de células mononucleadas de sangue periférico mediante ao cultivo destas células com IL-4 ¢
GM-CSF por 7 dias. Em seguida, as células dendriticas foram infectadas com L. amazonensis por
24 horas na propor¢ao de 10 parasitos para cada célula. Posteriormente, as DCs foram incubadas
a 37°C em placas de 96 pogos na auséncia ou presenga de neutrdfilos humanos ativados.
Determinagdo por ensaios imunoenzimaticos dos niveis de LTB4 (figura 10A) ¢ PGE2 (figura
10B) no sobrenadante nos tempos de 4 ¢ 12 horas co-cultura. n =4. Teste de Kruskal-wallis com

pos teste de Dunn, *p > 0,05.
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11.6 O LEUCOTRIENO B4 PRODUZIDO ATRAVES DA INTERACAO ENTRE
CELULAS DENDRITICAS E NEUTROFILOS CONTRIBUI PARA A ELIMINACAO
DE L. AMAZONENSIS.

Como evidenciado em estudos conduzidos por Morato e colaboradores (2014), o
LTB4 desempenha um papel preponderante na destruicao de Leishmania braziliensis em
macréfagos humanos (MORATO et al., 2014b). Uma vez que macrofagos e células
dendriticas derivadas de mondcitos compartilham diversas caracteristicas microbicidas e
diante dos nossos achados de maior producdo deste leucotrieno nas culturas de DCs e
neutréfilos, decidimos verificar a contribui¢do do LTB4 no controle da infec¢ao por L.
amazonensis em células dendriticas. Portanto, foram analisadas as taxas de infeccao e
carga parasitaria mediante ao bloqueio do BLT1 (receptor do LTB4) ou da inibig¢do de

enzimas envolvidas na biossintese de tal mediador lipidico.

Conforme observado na figura 11, o percentual de células infectadas e nimero de
amastigotas foi superior no grupo experimental em que o receptor BLT1 foi neutralizado
no momento da adicdo do neutrdfilos a cultura de células dendriticas infectadas. De
maneira similar, quando neutréfilos pré-tratados por 1 hora com Zileuton (inibidor da 5-
lipoxigenase, necessaria para a sintese de LTB4) foram cultivados com as DCs infectadas,
notou-se uma elevacdo nas taxas de infeccdo e carga parasitaria. O emprego dessas
abordagens distintas foi necessario para compreender como neutrofilos e células
dendriticas contribuem distintamente para a produgao de LTB4 e subsequente eliminagao
parasitaria. De maneira geral, os presentes resultados apontam os neutréfilos como a
principal fonte de producdo do LTB4 no contexto estudado, assim como sugere a

contribui¢cdo deste mediador lipidico na destrui¢cao do parasito.
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Figura 11- Avaliacido do papel do LTB4na eliminacdo do parasita em células dendriticas.
Células dendriticas humanas foram infectadas por L. amazonensis ¢ posteriormente co-cultivadas
com neutréfilos ativados A) Taxas de infeccdo em células dendriticas tratadas com o inibidor
farmacologico do receptor BLT1 ou cultivadas com neutréfilos pré-tratados com zileuton. B)
Carga parasitaria avaliada nas condi¢des supracitadas. n= 5. Teste de Kruskal-wallis com pds
teste de Dunn.
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11.7 NEUTROFILOS PROMOVEM MATURACAO DE CELULAS DENDRITICAS
INFECTADAS POR L. AMAZONENSIS DE MANEIRA DEPENDENTE DE DC-SIGN.

Com o objetivo de avaliar como neutrofilos ativados contribuem para a maturagao de
células dendriticas através da interagdo via DC-SIGN, analisamos a expressdao dos
marcadores de superficie CD40, CD86 ¢ HLA-DR. Como demonstrado nas figuras 11 a
e b, observa-se que os grupos experimentais que incluiam células dendriticas infectadas
por L. amazonensis exibiam menores percentuais de células expressando CD40. Nota-se
que a adicdo de neutrofilos ativados as culturas de células dendriticas infectadas
inicialmente ndo foi capaz de aumentar o nimero de células dendriticas maduras (tempo
de 4 horas de interacdo). Entretanto, decorridas 12 horas de co-cultura, os niveis de células
dendriticas CD40+ aumentaram significativamente, porém de maneira independente do
DC-SIGN. No entanto, a analise da expressdo de células CD86/HLA-DR + revelou que
a adicao de neutrdfilos ativados foi capaz de promover um aumento no numero de células
expressando estes marcadores e tal fendmeno ocorreu de maneira dependente da interagdo
mediada por DC-SIGN (Figura 12 c¢). Esses achados foram similares para os tempos de 4
e 12 horas. A avaliagao temporal da intensidade de fluorescéncia média nas co-culturas
revelou que ndo houve alteracdes significativas nos niveis de expressdo de tais
marcadores entre os grupos experimentais tratados e ndo tratados com o aDC-SIGN. De
maneira geral, os nossos resultados apontam para a maior prevaléncia de células

dendriticas maduras diante do engajamento de contato livre e direto com neutrofilos.
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Figura 12 — Determinacido dos niveis de maturaciao de células dendriticas cultivadas com
neutrofilos ativados. Células dendriticas humanas foram infectadas por L. amazonensis e
posteriormente co-cultivadas com neutréfilos ativados. Apods os determinados tempos de
interagdo entre neutréfilos e células dendriticas, a expressdo superficial de marcadores associados

ao processo maturagdo foi analisado por citometria de fluxo. A) Painel representativo da
citometria de fluxo para identificacdo de células dendriticas expressando CD40, CD86 ¢ HLA-
DR nos tempos de 4 ¢ 12 horas de interagdo. B) percentual de CD40* C) Percentual de células
CD86" HLA-DR " nos tempos de 4 ¢ 12 horas. D) analise da intensidade de fluorescéncia média
de CD40, CD86 e HLA-DR nos determinados tempos. n=4. Teste de Kruskal-wallis com pos teste

de Dunn., *p <0,01; ** p <0,05.
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12 DISCUSSAO

Durante os estdgios iniciais da infec¢do por Leishmania sp, a comunicacdo entre os
leucdcitos assume um papel de destaque no desenvolvimento de respostas imune
protetoras contra o parasito. Dentre estas células, destacam-se os neutrofilos, células de
duragdo efémera e que sao encontradas abundantemente na circulagdo. Em condi¢des de
infeccdo e inflamagdo, o nimero de neutrofilos circulantes pode aumentar de maneira
significativa (KAYE; SCOTT, 2011; MANTOVANI; CASSATELLA; COSTANTINI,
2011) Estudos conduzidos por Peter e colaboradores (2008), demonstraram
elegantemente através da combinagdo de microscopia intravitral e citometria de fluxo que
ha um intenso recrutamento de neutréfilos durante as etapas iniciais da infeccdo por

Leishmania major (PETER et al, 2008).

Sob condigdes homeostaticas, os neutrofilos circulam no interior dos vasos sanguineos
em um estado conhecido como inativado. Ao detectar sinais associados a inflamacao,
liberados por células residentes do foco infeccioso, os neutrédfilos iniciam um complexo
processo de migracao para ganhar acesso ao sitio de inflamag¢do. Uma vez localizados no
tecido inflamado, os neutrofilos iniciam sua fun¢do de reconhecimento e fagocitose de
microorganismos invasores, assim como a elicitagdo de outros mecanismos capazes de
eliminar patogenos (LEY et al., 2018).. O processo através do qual os neutrofilos deixam
o interior dos vasos sanguineos para chegar ao foco infeccioso ¢ conhecido como
diapedese, e ¢ caracterizado pela interagdo entre os neutrofilos e proteinas que compde a
matriz extracelular (KOLACZKOWSKA; KUBES, 2013). Uma das consequéncias de tal
interagdo ¢ a ativagdo dos neutrofilos que ¢ reconhecida pelo aumento da fagocitose,
liberagdo de granulos, formacdo de NETs e aumento na capacidade de estabelecer
didlogos moleculares com outras células (MANTOVANI; CASSATELLA;
COSTANTINI, 2011). A comunicagao estabelecida entre neutréfilos e células dendriticas
possui extrema relevancia para o curso de infecgdes, uma vez que as células dendriticas
sdo elementos chave na sensibiliza¢do da resposta imune adaptativa (VAN GISBERGEN;

GEIJTENBEEK; VAN KOOYK, 2005).

Previamente, nosso grupo havia caracterizado um sistema in vitro para ativagao de
neutrofilos através da sua estimulagdo com diferentes proteinas que compde a matriz

extracelular(Tavares et al, 2016). O perfil fenotipicamente ativado de neutrofilos pode ser
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identificado pela analise da liberagao de enzimas comumente envolvidas em processos
microbicidas (LEY et al., 2018; MANTOVANI; CASSATELLA; COSTANTINI, 2011).
Assim, foram quantificadas a producdo de MMP-9 e elastase neutrdfilica presente no
sobrenadante dos neutrofilos ativados com proteinas da matriz extracelular. A MMP-9
faz parte de uma familia de enzimas cuja principal funcao ¢ a degradacdo da matriz
extracelular (DELCLAUX et al., 1996). A elastase neutrofilica ¢ uma serina protease
secretada por neutréfilos durante eventos inflamatorios, exercendo um papel fundamental
na destruicao de patdégenos (ALTER; ALTFELD, 2011). Foi observado que a estimulacao
dos neutrofilos com fibronectina culmina num significativo aumento de secrecdo de
MMP-9 e da atividade da NE, o que ndo foi encontrado com outras proteinas testadas
(TAVARES et al., 2016). A fibronectina ¢ uma proteina tipicamente localizada na
superficie de células endoteliais, possuindo substancial relevancia nos processos de
interacdo célula-substrato e célula-célula (VERCELLOTTI, 1983). Estudos pioneiros de
Vercellotti e colaboradores (1983) demonstraram que a adigdo de neutrofilos a superficies
recobertas com fibronectina ocasionavam um aumento da adesao de neutréfilos. A maior
capacidade de aderéncia de neutrofilos as células endoteliais por intermédio de
fibronectina pode ser um dos mecanismos que favorecem a sua ativa¢ao. Assim, em nosso
estudo, escolhemos realizar a ativagdo de neutrdfilos humanos através de sua estimulagdo

in vitro com fibronectina.

No sitio de inflamagao, os neutrofilos ativados dialogam intimamente com outros tipos
celulares, como as células dendriticas, e desta forma orquestram as respostas imune inata
e adaptativa contra patogenos (AMULIC et al., 2012). As células dendriticas sdo as
principais células apresentadoras de antigenos e importantes elos entre o sistema imune
inato e adaptativo. Favalli e colaboradores (2007) demonstraram que L. amazonensis €
capaz de atenuar as funcdes de células dendriticas humanas infectadas no modelo de
infeccdo in vitro (FAVALI et al., 2007). Outros estudos conduzidos por Bennouna e
colaboradores também mostraram a relevancia da interacdo entre neutrofilos ativados e
células dendriticas infectadas por Toxoplasma sp no processo de maturacao das células
dendriticas através de mecanismos de secrecdao local de TNF-a e IL-12. De maneira
similar, estudos conduzidos por Vallejo e seu grupo (2018) indicaram que a desregulacio
da comunicagdo entre neutréfilos e células dendriticas ¢ capaz de gerar tolerancia

imunologica durante a infec¢do por Plasmodium vivax (VALLEJO et al., 2018).
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Coletivamente, os estudos apontam que a interacao entre estes dois tipos celulares possui

grande influéncia no desfecho de infec¢des por protozoarios.

A infecgdo por L. amazonensis mostra um elevado grau de complexidade e o parasita
emprega inimeros mecanismos para subverter as respostas imunes de suas células
hospedeiras e promover a sua proliferacio (SOONG, 2009). No presente estudo,
analisamos os efeitos do contato entre neutr6filos humanos ativados com células
dendriticas infectadas por L. amazonensis no curso de tal infec¢do. Inicialmente,
comparamos as taxas de infeccdo (que compreende o percentual de células dendriticas
albergando parasitas intracelulares) e a carga parasitdria (nimero de amastigotas
presentes nas células infectadas) na co-cultura de DCs infectadas com neutréfilos
humanos em repouso ou ativados (FIGURAS 6 A e B). Nossos dados apontam a
importancia dos neutrofilos no controle da infec¢do de L. amazonensis em células
dendriticas, caracterizado pelas diminui¢des nas taxas de infec¢do e carga parasitaria.
Contudo, o controle exercido pelos neutréfilos aconteceu de modo independente do seu
estado de ativacdo, uma vez que as redugdes nas taxas de infecgdo e carga parasitaria
foram similares entre os grupos que receberam neutrofilos em repouso e neutrofilos
ativados. Outros estudos conduzidos por nosso grupo também salientaram a importancia
dos neutréfilos na interagdo com outros tipos celulares. Nesse estudo, Afonso e
colaboradores (2008), mostraram que a comunicagdo entre neutrofilos apoptoticos e
macréfagos humanos infectados por L. amazonensis culmina no aumento da proliferacao
do parasita, ao passo que a interagdo entre estes mesmos macrofagos e neutrofilos
necroticos era capaz de conter o crescimento de L. amazonensis (AFONSO et al., 2008).
Assim, estes resultados estdo em consondncia com os obtidos no presente estudo,
demonstrando que os neutréfilos promovem resisténcia de outros leucocitos a infecgao
por L. amazonensis. De maneira geral, observamos que neutréfilos vidveis, em repouso
ou ativados, contribuem significativamente na contencdo do parasita em células
dendriticas. Uma vez que, em contextos fisiopatoldgicos, a maior parte dos neutréfilos
encontram-se em estado ativados, optamos por executar os subsequentes experimentos

com estes tipos de neutrofilos.

Os neutroéfilos albergam granulos contendo uma grande diversidade de moléculas com
funcdo microbicida e sdo capazes de libera-los em eventos que sucedem o
reconhecimento e interagcdo com patégenos (BORREGAARD, 2010). Os granulos podem

ser classificados de acordo com o seu conteudo. Os granulos azurofilicos tem grande
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importancia nos mecanismos de eliminacao de patdogenos intracelulares, uma vez que
contribuem para a degradagao microorganismos no fagolisossomo (PHAM, 2008). Flores
e colaboradores (2017) demonstram experimentalmente que em resposta a infec¢do pela
bactéria periodontal Peptoanaerobacter stomatis, neutréfilos promovem exocitose de
granulos azurofilicos associados com a eliminacao bacteriana (FLORES et al., 2017).
Belaaouj e colaboradores (1998) foram pioneiros na comprovacdo da importancia da
elastase neutrofilica na prote¢do contra bactérias gram-negativas em modelo murino.
Além disso, outros estudos apontam o aumento da atividade da mieloperoxidase no
plasma de pacientes com sepse sugerindo tal enzima neutréfilica como um marcador da
inflamacao neste contexto (KOTHARI et al., 2011). Ademais, estudos conduzidos por
Reeves e colaboradores em 2002 ja apontavam as serina proteases (como elastase
neutrdfilica e cartepsina G) presentes nos granulos azurofilicos como protagonistas na
eliminagdo de patogenos intracelulares, em detrimento da participacdo de ROS para estes

fins.

Contudo, no nosso estudo, observamos que o tratamento dos neutrofilos ativados com
neutralizantes de enzimas classicas presentes no momento da degranulacao (MPO, NE e
MMP-9) ndo alteraram as cargas parasitarias. A analise de nossos dados nos sugere que
tais enzimas ndo sao mediadoras no controle da infec¢do por L. amazonensis no contexto
de co-cultivo entre células dendriticas e neutrdfilos ativados (figura 7A), apesar da maior
atividade enzimatica de MPO e MMP-9 nos grupos que receberam neutrofilos ativados
(figura 7B). Coletivamente, estes resultados sugerem que embora os neutrofilos ativados
exibam maior atividade das enzimas presentes nos granulos, estas enzimas ndo sao
diretamente responsaveis pela diminuicdo na carga parasitaria de células dendriticas

infectadas por L. amazonensis.

A literatura refor¢a que, individalmente, os neutrofilos produzem relativamente baixas
quantidades de citocinas e mediadores inflamatorios. Entretanto, em contextos de
inflamacdo, os neutrofilos constituem uma fracdo aprecidvel das células presentes,
superando em numeros os outros tipos de leucocitos. Sendo assim, coletivamente, os
neutrofilos figuram como uma das principais fontes de citocinas e outros fatores que
influenciam no processo de inflamagao (JONES et al., 2016). Segundo Novais e
colaboradores (2009), macrofagos murinos infectados por L. braziliensis aumentam a
produgdo de TNF-a quando co-cultivados com neutrofilos, além disso a secre¢ao local

desta citocina esta diretamente associada ao controle da infeccao. (NOVAIS et al., 2009).
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Sabe-se que o estabelecimento de sinapses imunoldgicas entre neutrofilos e outros
leucdcitos, assegura a transferéncia de diversas citocinas, controlando desta maneira a
infeccdo por organismos intracelulares (VAN GISBERGEN; GEIJTENBEEK; VAN
KOOYK, 2005).

No nosso estudo, optamos pela utilizacdo da técnica de cultivo células em placas de
transwell a fim de avaliar se a elimina¢do do parasita no contexto estudado acontecia via
moléculas soltiveis presentes no sobrenadante da co-cultura ou se era dependente do
contato livre e direto entre as células. Os nossos resultados apontam que a eliminagado de
L. amazonensis em células dendriticas necessita diretamente da interagdo fisica com
neutrofilos ativados (Figura 8A). Foi evidenciado que as taxas de infec¢do e carga
parasitaria sdo significativamente reduzidas mediante ao estabelecimento de contato
fisico direto entre as células dendriticas e neutrofilos. Desta maneira, os dados coletados
apontam a relevancia do contato direto entre estas células. A interagdo fisica entre PMNs
e DCs ¢ mediada por receptores de adesdo constitutivamente expressos na superficie
destas c¢lulas, MAC-1 e DC-SIGN respectivamente (VAN GISBERGEN et al., 2005).
No nosso estudo, avaliamos os efeitos da neutralizagdo do DC-SIGN em células
dendriticas infectadas por L. amazonensis e co-cultivadas com PMNs ativados. Houve
um aumento significativo nas taxas de infec¢do nos grupos experimentais tratados com o
anticorpo neutralizante do DC-SIGN mesmo na presenca de PMN ativados (figura 8B).
Assim, podemos sugerir que os efeitos de PMNs ativados na contengado de L. amazonensis
dependem substancialmente do contato direto estabelecido pelos neutroéfilos e o receptor

DC-SIGN de células dendriticas.

O TNF-a ¢ uma citocina importante nas etapas de ativacdo de mecanismos microbicidas
em células dendriticas e pode estar associado a resisténcia a infeccdo (ALLENBACH et
al., 2008). Segundo Van Gisbergen (2005), o estabelecimento de sinapses imunoldgicas
por intermédio das interagdes entre o Mac-1 de neutréfilos ativados e DC-SIGN de células
dendriticas imaturas auxilia na transferéncia de TNF-a e, subsequentemente, na
maturagdo das células dendriticas. No presente estudo, observamos que a produgdo de
TNF- a ¢ elevada quando as células dendriticas e neutréfilos estabelecem contato direto.
As taxas de producdo de tal citocinas no sobrenadante de tal cultura foi bastante reduzido
mediante neutralizacdo do DC-SIGN (Figura 9A). Assim, nossos dados sugerem que o
DC-SIGN constitui uma plataforma para a interagdo fisica entre as células dendriticas e

outros tipos celulares para que possa ser efetuada a transferéncia de mediadores
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inflamatérios. Além disso, em nossos ensaios, analisamos as consequéncias da
neutralizagdo de tal citocina nas taxas de infeccdo e carga parasitaria. Observamos que
mediante a inibicdo do TNF- a ocorre um significativo aumento nas taxas de infecgdo e

carga parasitaria em cé€lulas dendriticas infectadas por L. amazonensis (Figura 9B).

Nossos achados estdo em consondncia com a maior parte dos estudos presentes na
literatura, como os experimentos de Allenbach e colaboradores (2008) que associaram os
efeitos do TNF- a a destruicdo de L. major em leucéceitos mieloides, como macrofagos e
células dendriticas. Diversos estudos também ressaltam a importancia do TNF- o no
controle da infecgao in vivo de L. amazonensis. Os achados de Hu e colaboradores (2018)
sugerem que a auséncia de TNF- a contribui para a ativagdo alternativa de macrofagos e
subsequente proliferacao de L. major (HU et al., 2018). Ademais, outro estudo conduzido
por Lopes e colaboradores (2018) com células dendriticas isoladas de pacientes com
esquistossomose mostrou que ha um aumento na susceptibilidade destas células a
infec¢do por L. braziliensis devido a reducdo dos niveis séricos de TNF- o (LOPES et al.,
2018). De maneira geral, dados presentes na literatura, assim como os do presente estudo,
apontam um aumento na susceptibilidade de células dendriticas a infeccdo por
Leishmania spp na auséncia de TNF- a, que provavelmente culmina com uma menor

ativacao celular.

Os eicosanoides figuram como uma classe de moléculas bioativas com grande
relevancia em diversos processo inflamatdrios e resolutivos (DEBEUF; LAMBRECHT,
2018). Quando metabolizado por diversas vias enzimaticas, o acido araquidonico pode
dar origem a varios dacidos graxos polisaturados, dentre eles os leucotrienos, as
prostaglandinas e lipoxinas. A produc¢do dos eicosanoides ocorre de maneira dependente
do tipo celular envolvido, localiza¢do tecidual, e também em uma escala temporal em
relagdo a progressdo dos eventos inflamatorios. No nosso estudo, aventamos a
possibilidade de que o DC-SIGN intermediaria a transferéncia de eicosanoides no
contexto de interacdo entre PMNs ativados e cé€lulas dendriticas infectadas por L.
amazonensis. Assim, avaliamos a produ¢do de eicosanoides biossintetizados por vias
enzimaticas distintas a fim de avaliar quais delas eram preponderantes mediante a
intera¢ao entre PMNs e DCs via DC-SIGN. Foi levado em consideragao também o fato
de que os PMNs sdo células reconhecidas pelo seu carater l1abil e que a produgdo de
eicosanoides poderia estar associada a viabilidade dos neutr6filos. Assim, avaliamos a

produg¢do de PGE2 e LTB4 em dois tempos distintos de interagdo entre as células
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estudadas (4 e 12 horas de interacdo). A analise de nossos dados sugere que a produgao
de PGE2 e LTB4 ocorrem de maneira dependente do contato via DC-SIGN e que a
preponderancia do tipo de eicosanoide depende do tempo de interagdo (FIGURAS 10 A
e B). Estes achados estdo de acordo com a ocorréncia de um fendmeno muito apreciado
na literatura: a mudanga de classe de eicosanoides durante a progressao das respostas
imunes. Em seu pioneiro estudo, Bruce e colaboradores (2001) realizaram uma analise
temporal do predominio das classes de eicosanoides em exsudatos clinicos e observaram
uma mudanga da sintese de LTB4 para maior produg¢do de PGE, associado com um
desvio de um perfil “pro-inflamag¢ao” para um perfil resolutivo do processo inflamatério
(LEVY et al., 2001). Além disso, nossos achados contribuem para a compreensao do
papel do DC-SIGN na indugdo de biossintese de eicosanoides, até entdo pouco descrita

na literatura.

Diversos estudos relatam o envolvimento do LTB4 no estabelecimento de respostas
protetoras contra patdgenos intracelulares. Morato e colaboradores (2014) demonstraram
que, no contexto de infecgdo por L. braziliensis, a sinalizagdo autdcrina e paracrina do
LTB4 via ligacao de alta afinidade com seu receptor BLT1 culminava no aumento da
atividade leishmanicida de macrofagos humanos (MORATO et al., 2014a). Ademais, foi
comprovado por Tavares e colaboradores (2014) que o eixo sinalizatorio LTB4-BLT1
contribui para a eliminagdo de L. amazonensis em neutrofilos humanos. Sabe-se que os
neutrdfilos sdo os principais produtores de leucotrienos em contextos inflamatorios.
Assim, no nosso estudo, verificamos a possibilidade do eixo LTBs — BLT1 ser um dos
mecanismos responsaveis pelo controle da infec¢do de L. amazonensis em células
dendriticas. Observamos um significativo aumento nas taxas de infec¢do e carga
parasitaria em células dendriticas mediante a inibi¢do farmacologica do BLT1 (FIGURA
11 a). De maneira similar, a inibi¢do da sintese de LTB4 em neutrofilos pré-tratados com
zileuton também culminou em uma pronunciada elevacdo da infeccao por L.
amazonensis. Desta maneira, nossos dados apontam a participagdo deste leucotrieno no
controle da infecc¢do por L. amazonensis. Em 2016, Tavares e colaboradores avaliaram a
contribuicao dos granulos de neutréfilos na restricdo do crescimento de L. amazonensis
em macréfagos humanos, demonstrando que o processo de degranulagado era fundamental
para a producao de fatores como TNF-a e LTB4, que por usa vez, eram responsaveis pela

eliminagdo parasitaria (TAVARES et al., 2016). Além disso, evidéncias presentes na
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literatura sugerem que a sinalizacao via LTB4 induz a formagao de espécies reativas de
oxigenio, responsaveis pela destrui¢do de patogenos (DENNIS; NORRIS, 2015). Futuros
esfor¢os serdo concentrados na verificagdo deste mecanismo como principal forma de
eliminacao de L. amazonensis nas células dendriticas em contato com neutréfilos

ativados.

Uma das principais consequéncias do estabelecimento do dialogo celular entre PMNs e
DCs ¢ a maturagao destas ultimas. Entretanto, ainda ¢ muito controverso o entendimento
de como o estado de ativacao dos neutrofilos pode influenciar na capacidade de DCs em
adquirir um fendtipo de apresentagdo de antigenos. Experimentos conduzidos por Van
Gisbergen e colaboradores (2006) apontam uma possivel relagdo entre maior expressao
de MAC-1 de neutrofilos e altas taxas de maturagao de células dendriticas mediante o co-
cultivo destes dois tipos celulares. Ja os estudos realizados por Megiovanni e
colaboradores (2006) sugerem que a ativacdo de PMNs ndo surta efeitos na capacidade
das DCs em maturar-se. Desta maneira, decidimos verificar os efeitos da comunicagao
entre neutrofilos ativados e células dendriticas no contexto de infec¢do por L.
amazonensis. Observamos que DCs infectadas reduziam drasticamente a expressao de
moléculas associadas a apresentacao de antigeno como CD40, CD86 e MCH II (FIGURA
12 A e B). Ademais, foi verificado que a adicdo de neutréfilos ativados as células
dendriticas infectadas foi capaz de restaurar os niveis de expressao de tais moléculas de
maneira dependente do tempo de interagdo e disponibilidade do DC-SIGN para o
estabelecimento de contato entre as células. Sabe-se que a ligagdo do DC-SIGN com seus
receptores cognatos além de promover mais avidez na comunicagdo com outros tipos
celulares, também promove a ativagao de vias sinalizatorias relacionadas com o aumento
da expressdo de moléculas associadas a apresentacao de antigenos. Paradoxalmente,
Caparros e colaboradores (2006) verificaram que a interacdo do DC-SIGN com seus
ligantes elicitava o eixo ERK/PI3K que culminava em diferengas na expressdo de
citocinas, porém sem exercer influéncia na maturagio das DCs (CAPARROS et al.,
2006). Assim, ao analisar nosso dados, sugerimos que o DC-SIGN figura como uma
plataforma que medeia a interagdo fisica das DCs com neutrofilos ativados, que por sua
vez contribuem para maturagdo de células dendriticas através da liberagdo de TNF-a.
Adicionalmente, verificamos que a presenca de neutréfilos ativados em livre contato com
as DCs promoveu aumento na intensidade média de fluorescéncia de tais moléculas como

evidenciado por nossos experimentos em citometria de fluxo. Contudo, vale salientar que
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este fenomeno pode ser observado apenas dentro das primeiras 4 horas de interacaio PMN-

DCs, ndo sendo verificado apds 12 horas de interagao.
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13 CONCLUSAO

Neutréfilos humanos contribuem substancialmente no controle da infec¢do de L.
amazonensis em células dendriticas. Tal restri¢do do crescimento do parasita deve-se ao
contato fisico direto estabelecido entre os dois tipos celulares por intermédio do receptor
molecular DC-SIGN. No presente estudo, a interagao celular via DC-SIGN mostrou-se
necessaria para a producao de TNF-a e LTB4, responsaveis pela eliminagdo do parasita.
Além disso, a comunicacgao entre neutréfilos e células dendriticas via DC-SIGN também

aumentou as taxas de maturagdo das células dendriticas.
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