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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) apresenta ampla distribuicdo geografica e é fatal caso ndo seja
tratada. As manifestagbes hematoldgicas sdo constantes na LV e em casos ndo tratados 0s
pacientes evoluem a ébito por sangramento macigo ou anemia grave. Neste cenario, mecanismos
ligados a hemolise, metabolismo do heme e atividade da enzima heme oxigenase podem estar
envolvidos na imunopatogénese da LV, no entanto essa perspectiva ainda nédo foi explorada. A
heme oxigenase (HO) tem importantes propriedades regulatérias e estd envolvida em processos
fisioldgicos e patofisiologicos como citoprotecdo e inflamacdo. Apesar de sua sugestiva
participacdo no contexto da infec¢do por Leishmania, uma rapida pesquisa no PubMed com as
palavras heme oxigenase e Leishmania remete a somente trés trabalhos até a presente data. Nesse
projeto testaremos a hipotese de que a ativacdo da enzima heme oxigenase-1 (HO-1) favorece a
infeccdo por Leishmania (L) chagasi, principal agente etiolégico da LV humana no Brasil.
Nossas observagdes nesse trabalho indicam que a enzima HO-1 é induzida em macr6fagos
durante a infeccdo por L. chagasi e que a indugdo farmacologica da HO-1, pela CoPP aumenta a
carga parasitaria de macréfagos infectados por L. chagasi e reduz a producdo de mediadores pro-
inflamatdrios frente a estimulacdo por LPS, tais como TNF, NO, PGE2, MCP-1, IL-1p ¢ IL-6.
Além disso, a HO-1 favorece um ambiente anti-inflamatorio onde prevalece a presenca de 1L-10
sobre a de TNF. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos deficientes no gene
HO-1 tem menor carga parasitaria, quando infectados por L. chagasi em comparacdo aos
macrofagos de camundongos selvagens. Esses achados indicam um potencial deletério para a
HO-1 na infeccdo por L. chagasi, bem como sugerem possiveis mecanismos envolvidos na
imunopatogénese da LV.

Palavras-chaves:

1. Leishmaniose visceral; 2. Leishmania chagasi; 3. Infeccdo; 4. Heme oxigenase-1; 5.
macrofago.
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ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a widespread disease and is fatal if left untreated. Hematological
manifestations are common in VL and untreated patients evolve to death from massive bleeding and
severe anemia. In this scenario, mechanisms related to hemolysis, heme metabolism and enzyme
activity of heme oxygenase may be involved in the immunopathogenesis of VL. But that panorama
has not been explored. Heme oxygenase (HO) has important regulatory properties and is involved in
patho-physiological processes such as cytoprotection and inflammation. Despite HO participation in
the context of Leishmania infection is suggestive, a quick search on PubMed with the words heme
oxygenase and Leishmania refers to only three papers to date. This project will test the hypothesis
that heme oxygenase- 1 (HO-1) activation favors Leishmania (L) chagasi, the main etiology agent
of human VL in Brazil. Our observations indicate that HO-1 is induced in macrophages during L.
chagasi infection and pharmacological induction of HO-1 by CoPP increases parasite load of
infected macrophages and results in inhibition of TNF- a, IL-1p, IL-6, MCP-1, PGE2 and Nitrite
levels upon LPS stimulation and simultaneously induced a higher IL-10/TNF-a ratio in peritoneal
macrophages contributing to the anti inflammatory pathway that favors L. chagasi replication.
Beyond this, we observed that bone marrow derived macrophages knockout to HO-1 gene have a
significant low parasite load when infected by L. chagasi than their wild type counterparts. In
summary, our findings suggest that this enzyme can play a deleterious role in VL and clarify one of
the immunoregulatory mechanisms involved in VL.

Key-words:

1. Visceral leishmaniasis; 2. Leishmania chagasi; 3. Infection; 4. Heme oxygenase-1; 5.
macrophage.
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INTRODUCAO

Ciclo bioldgico da Leishmania sp

As leishmanioses séo transmitidas por insetos vetores da ordem Diptera e familia
Psychodidae, conhecidos como flebdtomos. Esses insetos podem ser endémicos do Velho
Mundo (género Phlebotomus) ou das Américas (género Lutzomyia) (SOARES & TURCO,
2003). Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo 0s protozoarios do género Leishmania,
um grupo de protozodrios flagelados da familia Tripanossomatidae, ordem Kinetoplastida.
Esses parasitos sdo digenéticos, apresentando diferentes morfologias nas vérias etapas do
ciclo bioldgico. As promastigotas de Leishmania sp. sdo formas flageladas, mdveis e
extracelulares, encontradas no trato digestivo do inseto flebotomineo. J& as amastigotas séo
formas intracelulares encontradas dentro de vacuolos presentes nas células fagocitéarias do
hospedeiro vertebrado (WILLIAMS, 2000). A transmissdo para o hospedeiro vertebrado
se da pela picada do fleb6tomo infectado com a Leishmania durante o repasto sanguineo
(Figura 1). Nesse momento, promastigotas metaciclicas sdo inoculadas na pele do
hospedeiro, juntamente com produtos da glandula salivar (RIBEIRO, 1995). Dentro das
células fagocitarias, as promastigotas transformam-se em amastigotas e se replicam. O
ciclo é completado quando o hospedeiro vertebrado torna-se uma nova fonte de parasitas
para 0s vetores, quando estes, ao se alimentarem, ingerem sangue contendo células
infectadas, revisto por (ANDRADE et al., 2007).
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Aspectos gerais da leishmaniose visceral

A leishmaniose é uma doenca multifatorial, caracterizada pela diversidade e
complexidade da resposta do hospedeiro, agentes etiologicos e vetores, uma vez que pode
ser causada por mais de 20 espécies de Leishmania e transmitida para os humanos por
aproximadamente 30 espécies de flebotomineos vetores (PEARSON & SOUSA, 1996).

A maioria das espécies que causam leishmaniose visceral (LV) pertencem ao
complexo L. donovani (LUKES et al., 2007). Existem aproximadamente 500.000 casos de
leishmaniose visceral (LV) e mais de 50.000 mortes dessa doenca por ano, um ndmero que
sO é ultrapassado entre as doencas parasitarias pela malaria (WHO, 2002). A maioria dos
casos (>90%) ocorre em apenas seis paises: Bangladesh, India, Nepal, Suddo, Etidpia e
Brasil (Figura 2), afetando comunidades pobres, geralmente em areas rurais remotas
(CHAPPUIS et al., 2007).

oy T

B Endemic areas

Figura 2- Distribuicdo da leishmaniose visceral no mundo

Fonte- Chappuis, et al., 2007

As estratégias de tratamento da LV sdo caracterizadas pela utilizacdo de drogas
leishmanicidas, assim como o tratamento de infeccbes concomitantes. O antimonial

pentavalente estibogluconato de sédio e a meglumina antimonial sdo as drogas usadas por
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mais de 70 anos (VEEKEN et al., 2000; GOTO & LINDOSO, 2010). Antimoniais séo
drogas toxicas com possiveis efeitos colaterais graves, incluindo arritmia cardiaca e
pancreatite aguda, sdo especialmente agressivos e podem levar a morte pacientes com

menos de 2 anos ou mal nutridos.

As manifestacbes da LV podem variar desde a infec¢do assintomatica, até a doenca
progressiva e potencialmente fatal, caracterizada por febre, emagrecimento, pancitopenia,
hepatoesplenomegalia, hipergamaglobulinemia e caquexia, mas com grande variabilidade
entre os individuos (BERMAN, 1997). A LV predomina em crian¢as nos primeiros anos de
vida e associa-se a grande morbidade e elevado nimero de 6bitos (AL-JURAYYAN et al.,
1995).

Os sinais e sintomas da LV sdo apresentados apds um periodo de incubacdo de 2 a
6 semanas de infeccdo, consistindo inflamacdo sistémica persistente (febre, fadiga,
fraqueza, perda de apetite e de peso) e invasdo parasitaria do sangue e do sistema reticulo
endotelial, assim como aumento de linfonodos, baco e figado (Chappuis, Sundar et al.,
2007). As manifestagdes hematoldgicas sdo constantes na LV, As anormalidades mais
frequentes relatadas envolvem pancitopenia, anemia megaloblastica e ferropriva, sindrome
hemolitica e alteracbes do sistema de coagulacdo sanguinea. Diversos mecanismos
patogénicos estdo envolvidos neste processo, incluindo hiperesplenismo, mecanismos
imunolégicos, auto-imunidade e disfuncdo da medula-6ssea revisto por (BACELLAR,
2005). A fadiga e fraqueza sdo agravadas pela anemia, que é causada pelo estado de
inflamacdo persistente, hiperesplenismo (a destruicdo periférica dos eritrocitos no baco) e
algumas vezes pelo sangramento (MAURICIO et al., 2000; COSTA, 2009).

Mecanismos ligados & hemolise, metabolismo do heme e ativagdo da enzima heme
oxigenase podem estar envolvidos no sangramento, na fase da doenca que envolve
coagulacdo e anemia grave, e especialmente na interacdo de células do sistema imune com

0 parasito, no entanto isso ainda néo foi explorado.

Nesse estudo buscamos investigar o papel da enzima heme oxigenase-1 (HO-1) na

resposta a infeccgdo in vitro por L. chagasi.
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O heme e seus efeitos

A sintese do heme ocorre em diversos organismos metazoarios via oito etapas
enzimaticas que utilizam glicina, succinil-CoA e ferro como substrato. A primeira e as trés
ultimas etapas da sintese de heme ocorrem na mitocondria, enquanto que as outras etapas
ocorrem no citosol (SCHULTZ et al., 2010). A formacdo de heme envolve a participacéo
sequencial de oito enzimas - aminolevulanato sintase (ALA), aminolevulanato dehidratase
(ALA-D), porfobilinogénio deaminase (PBGD), uroporfirinogénio 1ll sintase (URO-S),
uroporfirinogénio Il descarboxilase (URO-D), coproporfirinogénio Il oxidase (CPO),
protoporfirinogénio 11l oxidase (PPO) e ferroquelatase (FC). O heme recém sintetizado
pode entdo ser incorporado em heme proteinas ou pode ser degradado (WAGENER et al.,
2003) (Figura 3).

Citosol Mitocéndria
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Figura 3- Biossintese do heme

Fonte-Schultz, et al., 2010
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A funcdo do heme ¢ atribuida pela proteina a qual esta ligado (GOZZELINO et al.,
2010). Em proteinas como hemoglobina e mioglobulina, o0 heme age como carreador de
gases, ja em proteinas como citocromo C, citocromo C oxidase e redutase, 0 heme age
como transportador de elétrons. Tem sido proposto que o heme é uma molécula

evolutivamente conservada para a incorporacéo de Fe* em estruturas protéicas terciérias.

A taxa mais rapida de sintese de heme ocorre entre eritrocitos na medula dssea
(75% do total de heme no corpo) e nos hepatécitos (WAGENER et al., 2001). No corpo
humano, 65-75% do ferro total esta presente como heme nas células vermelhas do sangue
(ANDREWS, 2000). Apdés uma meia vida de 120 dias, eritrdcitos senescentes sdo
fagocitados por macrdéfagos do sistema fagocitico mononuclear reticulo-endotelial e
removidos da circulacdo. Uma vez que os eritrocitos sejam lisados nos macréfagos, o anel
de heme é liberado no limen do fagolisossomo e é degradado pela enzima heme oxigenase
1 (HO-1). O ferro gerado nessa degradacdo é estocado na ferritina ou exportado pela
ferroportina (FPN1) (DONOVAN et al., 2005). No entanto, se 0 heme é degradado pela

heme oxigenase (HO) em fagolisossomos ou no citosol ainda nédo foi esclarecido.

O heme e a hemoglobina (Hb) sdo liberados no plasma durante a destruicdo de
eritrocitos senescentes e enucleacdo dos eritroblastos. A haptoglobina (Hp) e hemopexina
(Hpx) séo proteinas plasmaticas responsaveis pela reciclagem do heme. A haptoglobina
forma complexos soltveis com os dimeros de hemoglobina e o complexo Hp-Hb liga-se ao
receptor CD163 na superficie de macrdéfagos sendo endocitado (KRISTIANSEN et al.,
2001). Ja a Hpx liga-se ao heme livre com alta afinidade e os complexos Hpx-Heme séo
internalizados pelo receptor CD91 principalmente em hepatécitos (HVIDBERG et al.,
2005).

Embora o heme seja importante para diversos processos fisiol6gicos, 0 excesso
desse composto pode ser deletério. O heme livre provoca dano celular e tecidual por
amplificar a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em estresse
oxidativo (VERCELLOTTI et al., 1994; JENEY et al., 2002). Por conta do seu baixo peso
molecular, o heme é lipofilico e intercala-se nas membranas, desestabilizando a bicamada
lipidica e as organelas (RYTER & TYRRELL, 2000).

Em concentragfes acima de 5 mM, fora de células vermelhas, os tetrdmeros de

hemoglobina dissociam-se espontaneamente em dimeros (ROTHER et al., 2005). Na
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presenca de ROS ou espécies reativas de nitrogénio (RNS), os dimeros de hemoglobina sdo
prontamente oxidados em metahemoglobina (metHb), liberando seu grupamento heme
(BALLA et al., 2000). Dessa forma, o heme livre pode ser altamente citotoxico para
celulas endoteliais, um evento patogénico que expde a matriz protrombatica endotelial para
a cascata de coagulacdo, levando a formacdo de trombos microvasculares com
concomitante vaso-oclusdo (BALLA et al., 2000; JENEY et al., 2002).

Muitas doencas autoimunes e hereditarias (como anemia falciforme) sao
complicadas por hemolise, e os tecidos podem ser subsequentemente expostos a grandes
quantidades de heme livre ou proteinas heme (WAGENER et al., 2003). Esse heme livre
pode interferir no recrutamento de leucdcitos para os tecidos por diferentes mecanismos:
(a) induzindo a expressdo de moléculas de adesdo em células endoteliais; (b) aumentando a
permeabilidade vascular; (c) aumentando a expressdo e secre¢do de quimiocinas; (d)
induzindo a migracdo de leucdcitos, especialmente neutréfilos (GRACA-SOUZA et al.,
2002; WAGENER et al., 2003).

Supostamente, qualquer forma de heme livre ou heme-proteina pode agir na reacao
de Fenton e catalisar a geracdo de OH (RYTER & TYRRELL, 2000). Porto e cols.
propuseram que o heme pode estimular a migracdo de neutrofilos, aléem da geracdo de ROS
através da ativacdo de um receptor acoplado a proteina Ga, amplificando assim a resposta
inflamatoria (PORTO et al., 2007). Mais recentemente, autores do mesmo grupo
demonstraram que o heme aumenta a letalidade e secrecdo de citocinas induzida pelo LPS,

assim como agonistas para receptores do sistema imune inato (FERNANDEZ et al., 2010).

Sistema heme- heme oxigenase: caracterizagdo e funcdo

O Unico mecanismo fisiolégico de degradacdo enzimatica do grupamento heme é a
enzima heme oxigenase (HO). A HO-1 desempenha fundamentalmente dois processos
fisiolégicos importantes: (1) reciclagem da molécula de ferro dos eritrécitos e (2)

manutenc¢do da homeostasia celular em condigdes de estresse (RYTER et al., 2006).

O entendimento atual do sistema heme-heme oxigenase € que os efeitos bioldgicos

da HO-1 refletem os efeitos dos produtos da degradacdo do heme. Esse conceito é
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corroborado pelos achados que formas clivadas de HO-1 que perderam a atividade
enziméatica podem exercer atividades bioldgicas, que incluem citoprote¢cdo (LIN et al.,
2007) e transcricdo de genes associados a mecanismo anti-oxidativos como glutationa
peroxidase e catalase (COLLINSON et al., 2010). De todo modo, o catabolismo do heme
per se € um componente critico mediando os efeitos biologicos atribuidos a HO-1 e em
particular a sua atividade citoprotetora (SOARES & BACH, 2009).

A HO foi originalmente descrita por Tenhune e cols. em 1968. As isoformas de HO
podem metabolizar o heme (protoporfirina 1X), liberando ferro, mondxido de carbono e
biliverdina que é convertida em bilirubina pela biliverdina redutase (TENHUNEN et al.,

1968) e ¢ altamente conservada entre as espécies

As HOs estdo ancoradas no reticulo endoplasmatico por uma sequéncia de
aminoacidos na extremidade carboxi-terminal da proteina. A HO é expressa virtualmente
em todas as formas de vida, bactérias, fungos, plantas e humanos, regulando uma variedade
de processos celulares (TERRY et al., 2002). Em condicdes fisioldgicas normais a maioria
das células expressam baixas quantidades de HO-1 (32 kDa), enquanto que HO-2 (36 kDa)
é constitutivamente expressa. A expressdo da HO-3 ainda ndo é bem caracterizada. Embora
tida como constitutiva, a transcricdo de HO-2 pode ser induzida por alguns agentes como
opidides e glicocorticoides adrenais (LI & DAVID CLARK, 2000; LIU et al., 2000). De
toda forma, a enzima HO-2 confere certo grau de protecdo contra o heme livre. No entanto

sua expressdo nao € alterada em resposta ao estresse oxidativo (GOZZELINO et al., 2010).

A expressdao de HO-1 € induzida por varios estimulos e envolve varias vias de
sinalizacdo celular. O gene que codifica a HO-1, o Hmox1, é fortemente induzido por
agentes ou condicfes que aumentam o estresse oxidativo (IMMENSCHUH &
RAMADORI, 2000; WAGENER et al., 2003). A expressdo de HO-1 € regulada no nivel
transcricional e pode ser induzida por estimulos que incluem: metais pesados,
lipossacarideos de bactérias, hipoxia, hiperoxia, isquemia, radiacdo UV, H,0,, citocinas,
Oxido nitrico e o seu proprio substrato, o heme (IMMENSCHUH et al., 2000;
OTTERBEIN & CHOI, 2000).

Bach 1 é o repressor transcricional que esta ligado a varios elementos responsivos a
estresse (STRES) e inibe a transcricdo do gene Hmox1 constitutivamente. A ligacdo Bachl

aos seus sitios de ligacdo ao heme resulta em mudancas conformacionais. Em
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conseqliéncia, ocorre o desligamento do repressor Bach 1 da regido reguladora e exporte
nuclear que resulta na transcricdo do gene Hmoxl (HIRA et al.,, 2007). De fato,
camundongos knockout para o a proteina Bachl expressam constitutivamente altas
quantidades de RNA mensageiro para a proteina HO-1 (SUN et al., 2002).

O estresse oxidativo também pode suprimir a atividade da Bach 1, e impedir sua
ligacdo aos STREs. De fato, o desligamento da Bach 1 permite que o fator nuclear
responsivo de transcricdo (Nrf2) acesse os STRESs e induza a transcricdo do gene Hmox1
(ALAM et al., 1999). Sabe-se que, por conta do seu papel pré-oxidante, o heme produzido
induz a expressdo de HO-1, tanto por promover desligamento do repressor Bach 1 quanto
por promover o translocamento do Nrf2. Além disso, varias vias de sinalizacéo
independentes do balango redox estdo envolvidos na regulacdo do gene Hmox1, incluindo
quinases, proteina quinase C (PKC), proteina quinase A, e fosfatases (ALAM & COOK,
2007).

A HO cliva a molécula de heme e libera biliverdina, mondxido de carbono e ferro.
A biliverdina é subseqiientemente convertida em bilirubina pela acdo da biliverdina
redutase e o ferro livre é prontamente seqlestrado pela ferritina (OTTERBEIN & CHOI,
2000) (Figura 4):

NADPH

Biliverdina — Bilirubina

Figura 4- Degradacao do heme pela HO-1

Adaptado de Otterbein & Soares, 2003
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Além do seu papel anti-inflamatério, a HO tem um papel importante na reciclagem
de ferro feita por macréfagos, principalmente do sistema reticulo endotelial. Apenas 10%
do ferro necessario sdo adquiridos na absorcdo intestinal, o resto é fornecido por
macrofagos que reciclam o ferro do heme internamente (HENTZE et al., 2010).
Macrofagos fagocitam eritrocitos senescentes e catabolizam heme utilizando a HO-1,
enquanto o ferro resultante dessa degradacédo é exportado das membranas fagolisossomais

para 0 meio extracelular (SOE-LIN et al., 2009).

HO-1 é considerada uma proteina protetora com potente efeito anti-inflamatdério,
antioxidante e anti-proliferativo. A HO-1 é expressa no figado, bago, pancreas, intestino,
rim, coracgdo, retina, préstata, pulmao, pele, cérebro e células endoteliais (EXNER et al.,
2004).

No entanto, humanos diferem consideravelmente na sua habilidade de montar uma
resposta de aumento de expresséo de HO-1. Dois polimorfismos na regido promotora do
gene codificante para HO-1 ja foram relatadas na modulacdo da quantidade de HO-1 em
resposta a um estimulo dado (YAMADA et al., 2000). Muitos estudos tém demonstrado
que a habilidade dos pacientes, com certos genotipos, de responder fortemente em termos
de aumentar a expressdo de HO-1 pode ser um importante fator protetor ou preditor de
gravidade (HIRAI et al., 2003; ONO et al., 2003).

Muitos estudos tém associado a HO-1 a propriedades anti-inflamatérias. Essa
descricdo tem sido corroborada pelo fato de que camundongos deficientes no gene Hmox1
desenvolvem um estado cronico de inflamagdo. H& um relato de caso de um ser humano
com deficiéncia na atividade da enzima HO-1, esse individuo tinha anemia hemolitica,

altas quantidades de heme e morreu de sindrome inflamatdria (YACHIE et al., 1999).

Papel da HO-1 e do heme em doengas infecciosas

A participagdo da enzima HO-1 ja foi descrita em diversas doengas infecciosas e
seu efeito esta essencialmente relacionado no balanco entre os mediadores pro e anti-
inflamatorios durante a infec¢cdo. Em um modelo de endotoxemia, camundongos knockout

no gene Hmox1 tém maior mortalidade, estresse oxidativo e dano tecidual quando expostos
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a bactérias Gram-negativas (WIESEL et al., 2000). Em contraste a esse efeito, a
administracdo de sub-produtos da a¢do da HO-1 como CO ou biliverdina-bilirubina reduz a
inflamacg&o e atenua o dano aos 6rgdos nos animais infectados (OTTERBEIN et al., 2000;
RYTER et al., 2006). Esses e outros estudos indicam os efeitos benéficos da HO-1 e seus

produtos durante processos inflamatérios e infecciosos.

Em relacdo as infec¢bes bacterianas, camundongos knockout no gene Hmox1 tém
menor taxa de sobrevivéncia quando submetidos a um modelo de sepse que consiste na
perfuracdo e ligacdo do ceco (CLP) (CHUNG et al.,, 2008; LARSEN et al., 2010).
Recentemente, Larsen e cols. (2010) demonstraram que os efeitos protetores da HO-1 na
sepse por CLP sdo proporcionados pela capacidade da HO-1 de prevenir o dano tecidual
provocado pelo heme liberado da hemoglobina durante a infec¢do. Além disso, os autores
exploraram o papel da hemopexina (Hpx) na protecdo contra os efeitos toxicos do heme na
sepse, de forma que a administracdo de Hpx protege do dano tecidual e da letalidade. Por
fim, os autores descreveram que pacientes que nao sobreviveram a sepse tinham menores
quantidades de Hpx no soro (LARSEN et al., 2010).

Ainda entre as infeccOes bacterianas, a Mycobacteriom tuberculosis (MTB)
destaca-se por provocar um dos maiores problemas de saude publica, a tuberculose (WHO,
2010). A MTB expressa uma série de genes conhecidos como reguladores da dorméncia.
Foi demonstrado que a HO-1 é induzida em macro6fagos infectados com MTB ex vivo e in
vivo e 0 CO € bem tolerado pela MTB (KUMAR et al., 2008; SHILOH et al., 2008). Mais
relevante ainda, os autores demonstraram que o CO induz dorméncia em MTB, sendo que
na auséncia de HO-1, os genes de dorméncia ndo sao suprimidos. Esses resultados levaram
a proposicdo da hipotese de que quando a MTB estabelece sua infeccdo latente, o
organismo induz uma resposta imune que resulta na inducdo de HO-1 e formagédo de
granuloma. Consequentemente, a MTB é exposta a HO-1 e CO e menores quantidades de
oxigénio no granuloma, o que ativa a dorméncia e permite sobrevivéncia do organismo
(CHUNG et al., 2009).

Os fungos tem o potencial de serem patogénicos. Por exemplo, a Candida albicans,
em situacOes de baixa da resposta imune, pode se tornar um patdgeno invasivo que
coloniza o hospedeiro, levando a doenca disseminada, que esta associada com alta
mortalidade (PENDRAK et al., 2004). No referido artigo, os autores demonstraram que

quando C. albicans é exposta a hemoglobina ha aumento dos receptores de fibronectina,
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levando a adesdo a celulas vasculares do hospedeiro vertebrado ou tecidos especificos do
hospedeiro. Dessa forma, os autores propuseram a hipotese de que a hemoglobina pode ser
um fator do hospedeiro que leva a infeccdo disseminada por C. albicans. Pendrak e cols.
(2004) ainda discutiram que como a biliverdina protege dos efeitos fungicidas do
macréfago como o estresse oxidativo, e 0 CO e a HO-1 tém propriedades anti-
inflamatdrias, a HO-1 pode trazer outras vantagens para a C. albicans como patogeno
oportunista no hospedeiro (PENDRAK et al., 2004).

Em relagdo as infeccBes virais, as hepatites representam uma das causas mais
comuns de doenca hepatica. Por conta do seu papel na resolucdo da inflamagdo, a HO-1
pode proteger o figado das consequéncias deletérias da resposta imune do hospedeiro
contra o virus da hepatite B (HBV). Em um modelo murino de infec¢do aguda por HBV,
Protzer e cols. (2007) demonstraram que a inducdo de HO-1 protege o figado do dano
tecidual decorrente da infeccdo por HBV por uma atividade antiviral do hospedeiro. Os
autores ainda evidenciaram que a inducéo de HO-1 pela Cobalto Protoporfirina (CoPP) ou
por um adenovirus resultou em uma atividade anti-viral, agindo na replicagdo do HBV,
além dos efeitos anti-inflamatorios (PROTZER et al., 2007).

Devadas & Dhawan (2006) investigaram as conseqléncias bioldgicas da inducao
farmacoldgica de HO-1, utilizando heme como mecanismo de defesa do hospedeiro contra
a infecgdo por HIV. Em mondcitos e células T humanas, a inducdo de HO-1 resulta em
menor infectividade e supressdo da replicacdo do HIV (DEVADAS & DHAWAN, 2006).
Além disso, uma das drogas utilizadas no tratamento contra AIDS, o inibidor de protease
Rotinavir, parece ter seu efeito mediado parcialmente pela indugdo de HO-1 (MUHL et al.,
2004).

Papel da HO-1 em doencas infecciosas parasitarias

Em se tratando de doencas parasitarias, um modelo bastante estudado é o da
malaria, no qual a expressdo de HO-1 interfere na resolucdo da doenca (FERREIRA et al.,
2008). A infeccdo pelo Plasmodium, tanto em humanos quanto em camundongos, esta
associada com a inducdo de altas quantidades de HO-1 (SCHLUESENER et al., 2001). Ha
um aumento de expressdo de HO-1 em lesbes cerebrais de pacientes com malaria, assim

como na microglia préxima as areas de hemorragia (SCHLUESENER et al., 2001). Além
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disso, a infeccdo experimental de camundongos por diferentes espéecies de Plasmodium
aumenta a expressdo de HO-1 no cérebro e figado desses animais (EPIPHANIO et al.,
2008; SEIXAS et al., 2009). Camundongos Balb/c expressam maiores quantidades de HO-
1 quando comparados a linhagem C57BL/6. Isso contribui para a susceptibilidade da
linhagem C57BL/6 ao desenvolvimento da malaria cerebral experimental quando
infectados pelo P. berghei (PAMPLONA et al., 2007).

No estudo do papel da HO-1 em um modelo murino experimental de malaria
cerebral, Pamplona e cols demonstraram em 2007 que a HO-1 e seu subproduto mondéxido
de carbono evitam o rompimento da barreira hemato-encefalica e a consequente congestéo
microvascular, hemorragia e neuroinflamacdo visto nos estagios eritrociticos e sanguineos
da infeccdo por Plasmodium (PAMPLONA et al., 2007). O efeito protetor da HO-1 ou CO
foi atribuido a ligagdo com a hemoglobina livre, suprimindo assim a acumulacdo de heme

na circulacdo e no cérebro o que ¢ deletério ao hospedeiro infectado (JENEY et al., 2002).

Epiphanio e cols. (2008) demonstraram que a infec¢do por Plasmodium no figado
induz a expressdo de HO-1, que serve para proteger hepatdcitos infectados, promovendo
assim a fase hepatica da infecgdo. Em contraste aos efeitos benéficos para o hospedeiro no
modelo experimental de malaria cerebral, a inducdo de HO-1 serve como um estagio
obrigatério no estabelecimento da fase hepética, por controlar a resposta imune do
hospedeiro e proteger hepatdcitos infectados (EPIPHANIO et al., 2008). Dessa forma,
existe uma significante diferenca no papel da HO-1 dependendo do estagio da doenca.

Os mesmos autores do referido artigo explanaram que a inducdo de HO-1 por um
adenovirus aumenta a carga parasitaria de hepatécitos infectados com P. berghei. Da
mesma forma, a inibicdo de HO-1 in vivo reduz a replicacdo do parasito circulante no

sangue, bem como no figado.

Mais recentemente, Seixas e cols. (2009) demonstraram que a HO-1 €é protetora
também na forma ndo cerebral da malaria. Sabe-se que o TNF desempenha um papel
deletério nas diversas formas de malaria grave (SINHA et al., 2008; ANDRADE et al.,
2010b). Quando infectados por P. chabaudi, camundongos tém alta concentracdes de TNF
e heme livre no plasma, desenvolvendo uma forma letal de faléncia hepética associada com

morte celular disseminada. A neutralizagdo de TNF (com anticorpo) ou do heme (pela
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inducdo de HO-1) protege hepatdcitos de sofrer morte celular e suprime a faléncia hepatica

em um modelo experimental de maléria (SEIXAS et al., 2009).

JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral apresenta uma serie de alteracbes hematologicas cujos
mecanismos imunopatogénicos ainda sd@o pouco esclarecidos. Um estudo recente
demonstrou, utilizando ferramentas de microarray, que o gene Hmox1l é um dos genes
induzidos no contexto da infeccdo de macréfagos humanos e células THP-1 por L.
donovani (EL FADILI et al., 2008). Nesse sentido, a enzima heme oxigenase-1 pode ter
um envolvimento nas infec¢cdes por Leishmania do complexo L. donovani, inclusive a L.
chagasi (responsavel pelos casos da forma visceral no Brasil). Por se tratar de uma
parasitemia sistémica visceralizante associada a hemdlise e consequente liberacdo de heme,
a enzima HO-1 pode ter participacdo na modulacdo da carga parasitaria bem como na

protecdo aos efeitos toxicos do heme.

Sabe-se que a infeccdo de macréfagos com promastigotas e amastigotas de
Leishmania resulta na producdo de superéxido (MILLER et al., 2000; GANTT et al.,
2001). Pham e cols. (2005) demonstraram que amastigotas de Leishmania possuem
estratégias para evitar a producdo de radicais de oxigénio, e que esse fendmeno ocorre na
dependéncia da ativacdo da enzima HO-1. Amastigotas de Leishmania pifanoi inviabilizam
a formacdo do complexo NADPH (uma enzima que contém grupamento heme) no vacuolo
parasitoforo, via ativacdo da enzima HO-1, o que resulta na degradacdo do heme e impede
a formacéo do polipeptidio intermediario que compde a enzima NADPH oxidase, molécula
de intensa atividade leishmanicida (PHAM et al., 2005).

No entanto, ambos os estudos ndo exploraram quais as consequiéncias da ativacao
da HO-1 na replicacdo intracelular da Leishmania e quais mecanismos imunoregulatorios

séo deflagrados na célula hospedeira.
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Portanto, nesse trabalho nossa hipoOtese_é de que a ativacéo da enzima

heme oxigenase-1 favorece a infeccdo por Leishmania chagasi em macréfagos

murinos.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar o papel da heme oxigenase-1 (HO-1) na infeccdo por L. chagasi em macrofagos

murinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Avaliar o efeito da infeccdo por L. chagasi na alteracdo das concentracdes da

proteina HO-1 em macréfagos;

e Investigar papel da HO-1 na infeccdo por L. chagasi, utilizando drogas

inibidoras/ativadoras da expressao e atividade da enzima;

e Averiguar a relevancia do gene Hmox1 da célula hospedeira na infec¢do por L.

chagasi, utilizando macréfagos knockout para o gene;

e Avaliar a producdo por macrofagos de mediadores pré e anti-inflamatdrios na
infecgdo por L. chagasi, bem como frente a estimulagéo por LPS e tratamento com
a droga indutora da HO-1
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DESENHO EXPERIMENTAL

Abordagem experimental I: Avaliagdo da carga parasitdria

Camundongos C57BL/6

Tioglicolato 3%
4 dias

Lavagem peritoneal

¥

Infec¢dao com L. chagasi
1Md¢-5LSH

\ |

Aplicacao dos estimulos: T .
Aplicacao dos estimulos

LSH
+’I.f_ 1 G_.,:! .
LSH+SnPP 30uM LPE’L llfig“‘ e
LSH+SnPP 50uM LSH
+
]igg +gg§§ gg'ﬁ LSH+SnPP 50uM
; LSH+CoPP 50uM
72h
Avaliacao de carga parasitaria
v

Parasitas viaveis Parasitas viaveis

. : liberados no liberados no

Microscopia i i

éptica sobrenadante da sobrenadante da
cultura em meio cultura em meio

Schneider Schneider
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Abordagem experimental II: Avalia¢cdo de mediadores

Camundongos C57BL/6

Tioglicolato 3%
4 dias

Lavagem peritoneal

2

Infec¢ao com L. chagasi
IM¢p-5LSH :

2 2

Aplicacao dos estimulos :

Aplicagao dos estimulos : +/-LPS 100ng/mL

Meio .
LSH+SnPP 50pM LSH+SnPP 50.M
LSH+CoPP 50uM
LSH+CoPP 50uM
SnPP S0pM
CoPP 50uM SnPP S0pM
CoPP 50nM
l 4,24, 48 ¢ 72h l
Deteccao de HO-1 Mediadores no sobrenadante :

sobrenadante e lisado celular NO, PGE2, MCP-1, IL-6, TNF, IL-10
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Abordagem experimental III: Avaliacdo da carga parasitdria em

macrofagos knockout no gene Hmox1

Camundongos Balb/c e Scid HO-1 *- e HO-1 **

Retirada das célula da medula ossea

\2

Diferenciacao com M-CFC
Aderéncia de M em placa
de 24 pocos

24h

Infec¢ao com L. chagasi
IM¢p-5LSH

L7

Avaliacao de carga parasitaria

l

Parasitas viaveis liberados no sobrenadante da
cultura em meio Schneider



33

MATERIAL E METODOS

Animais

Camundongos C57BL/6, machos (8-10 semanas), foram criados e mantidos com agua e
racdo comercial balanceada ad libitum no biotério do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz
(CPqGM-FIOCRUZ). Todos os procedimentos foram realizados com a aprovagdo do
Comité de Etica em Utilizacdo de Animais de Laboratério (CEUA) do CPqGM —
FIOCRUZ, liberado sob numero de licenca L-IGM-024/09 no projeto intitulado- “Papel da
enzima heme oxigenase (HO-1) na resposta a infec¢do por Leishmania chagasi”.

Parasita

Promastigotas de Leishmania chagasi (MCAN/BR/89/BA262) foram cultivadas em meio
Schneider (Sigma, STF. Louis, MO, EUA) suplementado com soro bovino fetal 20 %
(LGC, Brasil), L-glutamina 2 mM, penicilina 100 U/ml e streptomicina 100 pg/mL
(Sigma, St. Louis, MO, EUA), a 23 °C. Em todos os experimentos foram utilizados

parasitos em fase estacionaria do cultivo.
Manipulacéo farmacoldgica da enzima Heme Oxigenase -1 (HO-1)

Estanho Protoporfirina IX (SnPP), inibidor da HO-1 e, Cobalto Protoporfirina IX (CoPP)
ativador da HO-1, foram obtidos comercialmente da Frontier Scientific (Logan, UT, USA).
As protoporfirinas foram diluidas imediatamente antes do uso em NaOH 0,1N e meio
RPMI (Gibco, Carshad, CA, USA) e ajustadas para as concentra¢fes 30 UM ou 50uM.

Controle de citotoxicidade das protoporfirinas sobre macrofagos peritoneais e

promastigotas de L. chagasi

A citotoxicidade das protoporfirinas foi avaliada in vitro utilizando o método XTT segundo
instrugcdes do fabricante (Cell Proliferation and viability Kit Il =XTT, Roche, Mannheim,
Germany). A técnica consiste em incubar as células com sais de tetrazélio que é reduzido a
formazano pela succinato desidrogenase mitocondrial, uma enzima ativa somente em

células com metabolismo e cadeia respiratoria intactos. O formazano é quantificado
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fotometricamente e esta relacionado com o numero de células viaveis. Para avaliacdo da
citotoxicidade sobre macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6, 5x10° células
foram incubados em placa de 96 pocos fundo chato com meio RPMI, SnPP 50uM ou
CoPP50uM, por 4, 24 e 48 horas. Apo6s o tempo de incubacdo com os estimulos, 0 meio
das culturas foi substituido pela solucdo do kit XTT diluida em meio RPMI e a placa foi
novamente incubada na estufa por 18 horas. Para avaliacdo da citotoxicidade sobre os
parasitas, 1x10° promastigotas de L. chagasi foram incubadas com meio RPMI sem
protoporfirinas, SnPP ou CoPP nas concentragdes de 30 e 50uM, por 4 horas a 37 °C e 5%
de CO, que corresponde ao periodo que as promastigotas ficam em contato com as
protoporfirinas nos ensaios in vitro. Em seguida, o meio da cultura foi substituido pela
solucdo do kit diluida em meio Schneider e a placa foi incubada na estufa BOD a 23 °C por
18 horas. A reacdo para ambos os testes foi lida no espectrofotometro a 450nm.

Observamos que as protoforfirinas utilizadas ndo tiveram efeito toxico sobre
macrofagos peritoneais no tempo de 4 horas (Fig. 5A). Resultado idéntico foi observado
para 0s tempos de 24 e 48 hr (dados ndo mostrados). A viabilidade de formas
promastigotas de L. chagasi também ndo foi afetada pela presenca de protoporforinas em
ambas as concentragdes testadas (Fig. 5B).

A XTT4n B xTT
1.8+

o 1.2

&

L2

< 0.6
0.0

Figura 5. Falta de toxicidade das protoporfirinas SnPP e CoPP sobre macréfagos (A) e

promastigotas de L. chagasi (B). Os valores representam a média + SD da Absorbancia
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(Abs) a 450nm, de um experimento representativo de 3 experimentos independentes, em A
(n=5 animais por grupo), em B, o experimento foi feito em quadruplicada. Os grupos
experimentais foram comparados pelo teste One-way ANOVA Kruskal-Wallis com pds

teste Dunnett’s.

Obtenc¢ado de macrdfagos peritoneais e infecgdo in vitro

Para a obtencdo de macrofagos foram injetados 2 mL de tioglicolato (Difco, Detroit, Ml,
USA) a 3% na cavidade intraperitoneal de camundongos C57BL/6. Ap6s 96 horas os
animais foram eutanaziados e o periténeo lavado com 8 mL de RPMI 1640 estéril para a
coleta do exudato leucocitéario. O lavado peritoneal foi plaqueado sobre laminulas estéreis
na concentracdo de 2x10° células/poco em placa de 24 pocos. Apés 2 horas de incubacéo a
37°C, 5% CO,, as monocamadas foram lavadas para remocao de células ndo aderentes.

Avaliacdo da carga parasitaria in vitro

Macrofagos foram infectados com formas promastigotas estacionérias de L. chagasi na
proporcdo de 1 M®: 5 parasitos na presenca do inibidor (SnPP) ou ativador (CoPP) da
HO-1 em diferentes concentracdes. Apds 4 horas de infeccdo as culturas foram lavadas
com salina apirogénica para a retirada dos parasitas nao internalizados e 0 meio contendo
as drogas foi reposto nas culturas. Apds 72 horas de interacdo com os estimulos as
laminulas foram fixadas em metanol e coradas com Diff-quick. Realizamos uma contagem
cega de 200 células em microscopio Optico para a quantificacdo do percentual de
macrofagos infectados, bem como a quantidade de amastigota por macréfagos. Os
resultados estdo mostrados como percentual de macréfagos infectados e amastigotas por
100 macrofagos, ambos os parametros estdo mostrado como percentual em relacdo ao
controle (grupo infectado apenas com LSH). Além da quantificagdo da carga parasitéaria
por microscopia oOptica, fizemos a leitura dos parasitas viaveis utilizando o método do
Schneider adaptado de Ribeiro-Gomes e col. (RIBEIRO-GOMES et al., 2004).
Brevemente, macrofagos foram infectados e tratados com os mesmo estimulos descritos
acima em placa de 24 pogos sem laminula. Apds 72 horas de infeccdo o meio das culturas

foi trocado por meio Schneider (Sigma, St. Louis, MO) suplementado com 20% FBS, 2
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mM L-glutamina, 100 U/ml penicilina e 100 pg/ml estreptomicina (Invitrogen, Carlsbad,
CA). A placa foi entdo deixada na BOD a 23 °C. As formas promastigotas liberadas no
sobrenadante dessas culturas foram contadas em cadmera de Neubauer 4, 5, 6, e 7 dias apos
a troca do meio por Schneider.

Macrdfagos estimulados com 100 ng/mL de LPS foram infectados com formas
promastigotas estacionarias de L. chagasi na propor¢do de 1 M®: 5 parasitos na presenca
do inibidor (50 uM SnPP) ou ativador (50uM CoPP) da HO-1. A avaliacdo da carga
parasitaria foi feita pela contagem de promastigotas vidveis em meio Schneider, como

descrito acima.

Ensaios de infeccdo de macrdfagos peritoneais com L. chagasi para dosagem dos

mediadores

Células do lavado peritoneal foram plagueadas na concentracdo de 1x10° células/poco em
placa de 48, sem a presenca de laminulas. Apds 2 horas de incubacdo a 37°C, 5% CO,, as
monocamadas foram lavadas para remoc¢éo de células ndo aderentes. Macréfagos foram
infectados com formas promastigotas estacionarias de L. chagasi na propor¢do de 1 M®: 5
parasitos na presenca do inibidor (SnPP 50uM) ou ativador (CoPP 50uM) da HO-1 e/ou
LPS a 100ng/mL (Calbiochem, Behring Diagnostics, La Jolla, CA, USA). Apds 4 horas de
infeccdo as culturas foram lavadas com salina apirogénica para a retirada dos parasitas ndo
internalizados e 0 meio contendo as drogas foi reposto nas culturas. Apos 4, 24, 48 e 72
horas de interagdo com o0s estimulos, o sobrenadante foi coletado, centrifugado e
armazenado a -20°C para a mensuracdo dos mediadores, citocinas e quimiocinas. As
células contidas nos poc¢os dessas placas foram lisadas com o tampdo de lise do kit de HO-
1 (Takara). Em seguida, o lisado obtido foi centrifugado e armazenado a -20°C até sua

utilizagéo.
Deteccdo de HO-1 no sobrenadante e lisado celular

A proteina HO-1 foi detectado no sobrenadante e lisado de cultura de macrofagos
infectados por L. chagasi juntamente com SnPP ou CoPP. A HO-1 foi detectada por um kit
colorimétrico comercial, utilizado de acordo com as especificacdes do fabricante (Takara).
Resumidamente: o kit fornece uma placa pré-sensibilizada com anticorpo anti-HO-1

blogueado para ligagOes inespecificas. Amostras e padrdes foram adicionados a placa ao
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mesmo instante que o anticorpo biotinilado conjugado. Durante a incubacdo a HO-1
produzida se liga ao anticorpo anti-HO-1 biotinilado. Apos a lavagem com PBS contendo
0,1% de Tween20, a streptoavidina peroxidase e TMB (tetrametilbenzidina) foram
adicionados ao substrato (H,0O,). Essa reacdo resulta no desenvolvimento de cor com
intensidade proporcional a quantidade de HO-1 presente na amostra, a reacdo € lida a
450nm em um leitor de placa (espectrofotometro). A concentracdo de HO-1 nas amostras
pode ser determinada pela compara¢do com a curva padrdo. As amostras de lisado celular
foram diluidas a 1:10 no tampéo de diluicdo das amostras (sample buffer) para que todas as

amostras ficassem no espectro de deteccdo da curva padréo.
Deteccao de citocinas e quimiocinas

Os sobrenadantes correspondentes a 4, 24, 48e 72horas de interacdo com os estimulos nas
culturas de macréfagos infectados com L. chagasi e estimulados com LPS foram avaliados
para a mensuracdo da producdo de IL-6, MCP-1, TNF e IL-10 usando o kit inflamatorio
murino de Cytometric Bead Array (CBA) BD Bioscience (San Diego, CA, USA). CBA é
uma metodologia que mensura simultaneamente multiplas citocinas e quimiocina em uma
amostra. As amostras foram adquiridas no citdmetro de fluxo BD e as aquisicdes
analisadas no software Cell Quest. A dosagem de IL-1p foi realizada no sobrenadante de
macrofagos cultivados em placa de 48 pocos estimulados com LPS por 24
horas.Utilizamos o kit IL-1p ELISA Ready- SET-GO de acordo com as especifica¢des do
fabricante (eBioscience, San Diego, CA, USA).

ELISA para deteccdo de prostaglandina E2 (PGE-2)

A dosagem de PGE2 foi realizada no sobrenadante de macréfagos cultivados em placa de
48 pocos estimulados com LPS por 24 horas. O kit utiliza a técnica de EIA (Enzyme
Immuneassay) como indicado pelo fabricante do kit de dosagem Cayman Chemical (Ann
Arbor, Ml).

Deteccéo de 6xido nitrico (NO)

A dosagem de NO foi realizada no sobrenadante de macrofagos cultivados em placa de 48
pocos estimulados com LPS por 24 e 48 horas. O sobrenadante dessas culturas foi avaliado

para a producdo de NO pela mensuracdo de nitrito, seu produto estavel, através da reacéo
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de Griess. A concentracdo de nitrito foi determinada pela leitura da absorbancia a 550 nm

em comparagdo com a curva padrao.

Ensaio com macrofagos derivados de medula dssea de camundongos deficientes no

gene Hmox1

Para descartar o efeito da interferéncia das drogas na via de inducgéo ou inibicdo da HO-1
utilizamos macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos selvagem (Hmox1 *'*)
e deficientes no gene Hmox1 (Hmox1 7). Para a maturagéo de macréfagos, os precursores
mononucleares de medula éssea de camundongos Hmox ** e Hmox * foram cultivados em
meio RPMI 1640 suplementado com 30% de sobrenadante de cultura de L-929 (fonte de
M-CFC), 20% soro bovino fetal, L-glutamina (2mM), penicilina (L00U/ml), estreptomicina
(100pg/ml) a 37 °C e 5% de CO, de 6 a 7 dias. Para 0s ensaios de carga parasitaria foram
plaqueadas 2x10° células por poco em placa de 24 pocos. Apés 24 horas em estufa as
células foram infectadas com formas promastigotas de L. chagasi. Nesses ensaios a carga

parasitaria foi avaliada pelo método Schneider como descrito acima.
Anélise estatistica

Os dados obtidos foram representados como média + desvio padrdo (SD) da media e
analisados pelo teste ndo paramétrico One-way ANOVA Kruskal-Wallis com pos teste
Dunnett’s, com nivel de significancia p<0.05. Em alguns experimentos o teste nao
paramétrico Mann-Whitney foi utilizado para comparar os grupos estimulados em relagédo
ao grupo controle. As diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando
p<0.05. As analises foram feitas no GraphPad Prism versdo 5.00 para Windows,
(GraphPad Software, San Diego California USA). Todos os experimentos foram realizados

pelo menos trés vezes no minimo em quadruplicata para cada grupo experimental.
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RESULTADOS

Indugdo da HO-1 na infecgdo de macrofagos por L. chagasi
O efeito da infeccdo por L. chagasi sobre a producdo de HO-1 in vitro foi

investigado usando macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 elicitados por
tioglicolato. A producéo da proteina HO-1 foi avaliada no sobrenadante e no lisado celular
4, 24, 48 e 72 horas apds interacdo dos macréfagos com formas promastigotas do parasita
ou apenas com meio. A analise da proteina HO-1 por ELISA revelou que a L. chagasi
induziu a liberacdo de HO-1 no sobrenadante das culturas (Fig. 6A), bem como a presenca
da proteina nos macréfagos (Fig 6B) quando comparado ao grupo tratado apenas com
meio. Essa diferenca foi detectada a partir de 24h de interacdo se mantendo até 72 horas.

A

1.29 p<0.0001 .
Linear Trend & 15-

p= 0.0001
Linear Trend

HO-1 (ng/mL)

HO-1 {ng/mL)

4h 24h 48h TZh

- 4h 24h 48h 72h
LSH LSH

Figura 6. Infeccdo por L. chagasi induz a proteina HO-1. Macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi. A
proteina HO-1 foi analisada no sobrenadante e lisado celular 4h, 24h, 48h e 72h apds
interacdo com os estimulos por um kit imunoenzimatico (ELISA). Os valores representam
a média £ SD de um experimento representativo de 3 experimentos independentes (n=5
animais por grupo). * p< 0.001 indica diferenga significativa pelo teste paramétrico

ANOVA com teste de tendéncia linear (Linear Trend) em relacdo ao controle meio.
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Modulacgdo farmacolégica da liberacdo de HO-1 na presenca de SnPP
e CoPP em macrofagos infectados com L. chagasi

A partir da observacdo de que a infeccdo por L. chagasi é capaz de aumentar 0s
niveis da proteina HO-1 e considerando que a Estanho protoporfirina IX (SnPP) e Cobalto
protoporfirina IX (CoPP) estdo envolvidas na inibicdo da atividade e inducdo da expresséo
da HO-1, respectivamente (DA SILVA et al., 1994) (SHAN et al., 2006), resolvemos

avaliar o papel direto dessas protoporfirinas na liberacdo de HO-1.

Culturas de macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados
com promastigotas de L. chagasi e cultivados na auséncia ou presenca de SnPP 50uM ou
CoPP 50uM. Apoés 4, 24, 48 e 72 horas o sobrenadante foi coletado e avaliado para a
liberagdo de HO-1. Novamente confirmamos o aumento na liberagdo de HO-1 na infecgéo
por L. chagasi como mostrado na Fig. 7A. Além disso, observamos que esse efeito foi
inibido em presenca de SnPP, enquanto que o tratamento com CoPP exacerbou a liberacao
de HO-1 na infeccdo por L. chagasi (Fig. 7A). Grupos controles de macréfagos néao
infectados tratados apenas com SnPP 50uM ou CoPP 50uM séo mostrados no grafico de
cinética acompanhando o efeito da modulagdo da HO-1. Os efeitos durante a infec¢do por
L. chagasi de inibicao pelo SnPP (Fig. 7C) e o de ativacao pelo CoPP (Fig. 7B) foram mais
bem evidenciados pela analise de Area sob a curva (AUC) que considera todos os pontos
da cinética de liberagdo de HO-1 (Fig. 7B e C).
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Figura 7. A droga indutora da HO-1, CoPP induz aumento na liberagdo da proteina
HO-1, enquanto que a droga inibidora, SnPP, reduz esse efeito. Macrofagos
peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro com promastigotas de L.
chagasi em presenga de 50uM SnPP ou 50puM.CoPP. HO-1 liberada no sobrenadante
dessas culturas foi avaliado por ELISA 4h, 24h, 48h e 72h apds interacdo com oS
estimulos. (A) Cinética da liberacdo de HO-1em resposta aos diferentes estimulos. (B e C)
Comparacdo da area sob a curva (AUC) entre o grupo macrofagos infectados com L.
chagasi apenas e tratados com SnPP (B) ou CoPP (C). Os valores representam a média +
SD de um experimento representativo de 3 experimentos independentes (n=5 animais por
grupo). * p< 0.05 indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney,

quando comparando macrofagos infectados com L. chagasi.
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Interferéncia na carga parasitaria em presenca das drogas
moduladoras da atividade e expressdo da HO-1

A partir das observacdes de que a liberacdo de HO-1 induzida pela infeccdo de
macrofagos por L. chagasi foi exacerbada em presenca de CoPP, enquanto que o SnPP
reverte esse efeito, nosso proximo passo foi avaliar o efeito dessas drogas na carga
parasitaria. Para isso, nds infectamos macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 in
vitro com promastigotas de L. chagasi na presenca de SnPP ou CoPP nas concentracfes de
30uM e 50uM. Nos avaliamos a carga parasitaria 72 horas apés infeccdo segundo os
parametros de percentual de macrofagos infectados e quantidade de amastigota por
macrdéfagos por microscopia Optica. Um aumento significativo no percentual de
macrdfagos infectados (Fig. 8A) e no nimero de amastigotas por 100 macréfagos (Fig 8B)
foi observado no tratamento com CoPP 50uM, , enquanto que o tratamento com SnPP nao
alterou os parametros de carga parasitaria em ambas as doses testadas (Fig. 8A e 8B). Esse
dado foi corroborado pela avaliagdo da carga parasitaria por outro método que consiste na
contagem das formas promastigotas viadveis liberadas no sobrenadante de culturas de
macrofagos infectados apos 72hr. Observamos um aumento do ndmero de parasitas
viaveis no grupo tratado com CoPP 50uM e novamente, o tratamento com SnPP 50uM nao
alterou a carga parasitaria (Fig. 8C). Esses resultados sugerem um possivel mecanismo
anti-leishmanicida deflagrados pela ativacdo de HO-1 e que s&o aumentados em presenca

CoPP que favorece a replicacdo do parasita na célula hospedeira.
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Figura 8. CoPP aumenta a carga parasitaria na infeccdo por L. chagasi, enquanto
gue o SnPP ndo interfere na proliferacdo dos parasita. Macréfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi em
presenca de CoPP ou SnPP nas concentracdes de 30uM e 50 uM. A carga parasitaria foi
avaliada por microscopia Optica 72 horas apds infeccdo e interacdo com os estimulos pelo
percentual de macrofagos infectados (A) e nimero de amastigotas por 100 macréfagos (B).
Em (C), 72 horas apds infeccdo o meio RPMI foi substituido por Schneider (meio de
cultivo de Leishmania) e formas promastigotas viaveis liberadas no sobrenadante dessas
culturas foram contabilizadas 4, 5, 6 e 7 dias apds a troca do meio, por contagem em
camera de Neubauer. Em A e B, os valores representam a média £ SD de um experimento
representativo de 3 experimentos independentes (n=5 animais por grupo), * p< 0.05
indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pdés teste de
Dunnes, As barras dos grupos experimentais representam o percentual de aumento em
relacdo ao controle macréfagos infectados com L. chagasi (barra branca). (C) Dados séo
representativos de dois experimentos independentes feito em quintuplicada para cada grupo

experimental. Pontos representam médias * p< 0.05, ** p< 0.01.
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Infeccdo por L. chagasi em macréfagos deficientes no gene da Hmox1
A partir da observacdo de que a SnPP ndo interferiu na carga parasitaria de
macrofagos infectados com promastigotas de L. chagasi, e por conta de que essa droga tem
efeito sobre a inibigdo enzimatica, mas ndo de inibir a expressdo da HO-1, nos
hipotetizamos que o0 mecanismo de acdo da SnPP poderia estar mascarando um efeito de
modulacdo da carga parasitaria na auséncia de HO-1. Deste modo, decidimos fazer ensaios
de avaliacdo de carga parasitéaria utilizando macréfagos de camundongos Balb/c e Scid

+/+

selvagens (HO-1 **) e deficientes no gene Hmox1(HO-1 7). Para isso, macréfagos
derivados de precursores mononucleares de medula 6ssea de ambas as linhagens foram
infectados com formas promastigotas de L. chagasi e a carga parasitaria foi avaliada 72
horas ap6s infeccdo pelo método do Schneider. Desde o primeiro dia de contagem de
formas promastigotas viaveis liberadas no sobrenadante dessas culturas, evidenciou-se que
os macrdfagos de camundongos deficientes no gene Hmox1l tém a carga parasitaria
significativamente reduzida quando comparados aos macrofagos de animais selvagens
(Fig. 9). Esse fendmeno foi observado tanto em macrdfagos derivados de camundongos
Scid (Fig. 9A) quanto de camundongos Balb/c (Fig. 9B). Os efeitos da auséncia de HO-1
durante a infeccdo por L. chagasi foram mais bem evidenciados pela analise de Area sob a
curva (AUC) que considera todos os dias de contagem de liberacdo de promastigotas no
sobrenadante, tanto para macrofagos de camundongos Scid (Fig. 9C) quanto Balb/c (Fig.
9D). Esses resultados demonstram que a HO-1 € de fato requerida para a sobrevivéncia e

replicacdo intracelular da L. chagasi.
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Figura 9. Macrofagos derivados de medula de camundongos Scid e Balb/c deficientes
no gene HMox1 tém a carga parasitaria reduzida quando infectados por L. chagasi.
Macrofagos foram derivados da medula 6ssea de duas linhagens de camundongos Scid (A)

+/+

e Balb/c (B) selvagem (Hmox1**) e deficientes no gene Hmoxl (Hmox1™). 2x10°
macrofagos foram plaqueados em placa de 24 pocos e infectados com promastigotas de L.
chagasi , 72 horas apds infeccdo o meio RPMI foi substituido por Schneider (meio de
cultivo de Leishmania) e formas promastigotas liberadas no sobrenadante dessas culturas

foram contabilizadas 4, 5, 6 e 7 dias ap6s a troca do meio, por contagem em camera de
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Neubauer. (C e D) Comparacéo da area sob a curva (AUC) de infeccdo de macréfagos de
camundongos Scid (C) e camundongos Balb/c (D) selvagem e deficientes na proteina HO-
1. Os valores representam a média =+ SD de um experimento representativo de 2
experimentos independentes feitos em quadruplicata. * p< 0.05 indica diferenca

significativa pelo teste ndo paramétrico Mann-Whitney.

O tratamento com CoPP reduz a produg¢do de TNF, um importante
mecanismo leishmanicida do macréfago.

Com o objetivo de investigar o mecanismo pelo qual a CoPP favorecia a replicacao
do parasita nds conduzimos ensaios in vitro com macrofagos controle ou tratados com
concentracdo sub-6tima de LPS. Inicialmente, resolvemos avaliar a presenga de TNF 24 e
48 horas ap0s interagdo com os estimulos. Dentre os mecanismos leishmanicidas do
macrofago, o TNF constitui-se uma relevante resposta da célula hospedeira na resisténcia a
infeccdo por Leishmania em modelos experimentais in vitro e in vivo (ENGWERDA et al.,
2004; DIAS COSTA et al., 2007).

Observamos que a infecgdo por L. chagasi induziu um aumento significativo na
producdo de TNF, e que esse efeito foi revertido quando os macréfagos foram tratados com
CoPP (Fig. 10A). Da mesma forma, o efeito modulatorio da CoPP frente a macréfagos
estimulados com LPS, um agonista de TLR4 que é um potente indutor da producdo de
TNF, n6s observamos uma significativa inducdo de TNF (Fig. 10B). No entanto, quando a
infecgdo por L. chagasi em macrofagos tratados com LPS ocorre concomitante a presenca
de CoPP nos observamos que a inducdo farmacologica da HO-1 reduz os niveis da
producdo de TNF (Fig. 10B), evidenciando um importante mecanismo pelo qual a HO-
1subverte mecanismos leishmanicidas da célula hospedeira favorecendo assim a replicacédo

intracelular do parasita.
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Figura 10. O tratamento com CoPP reduz a producéo de TNF em resposta a infec¢ao
por L. chagasi. Macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in
vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP 50uM. A producdo de TNF
foi avaliada no sobrenadante 24 horas apds interacdo com os estimulos (A). O efeito
modulatério do CoPP foi avaliado frente a macréfagos infectados com L. chagasi
estimulados com 100 ng/mL de LPS por 48hr (B). O tratamento com CoPP reduz a
producdo de TNF de macrofagos infectados frente a estimulacdo com LPS. Dados sdo
representativos de um experimento representativo de 3 experimentos independentes feito
em quintuplicata. Barras representam média + SD. (A) *p< 0.05 indica diferenca
significativa calculada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pos teste Dunnett’s .

# p< 0.05 indica diferenca significativa quando comparado ao grupo (LSH+LPS)..

A indugdo de HO-1 pela CoPP aumenta a razao IL-10/TNF

Estudos prévios demonstram que a inducéo de HO-1 pela CoPP resulta em reducgdo
da producdo de citocinas pro-inflamatorias como o TNF concomitante com o
favorecimento da producéo de IL-10 (CHAUVEAU et al., 2005), além disso os efeitos
anti-inflamatorios da IL-10 sdo exercidos via indugdo da expressao de HO-1 (LEE &
CHAU, 2002).
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Baseada nas evidéncias da literatura nds conduzimos ensaios in vitro para avaliar se
ocorre inducdo de IL-10, um mediador anti-inflamatorio, que estaria favorecendo a
replicacdo da L. chagasi. Para isso, infectamos macrdfagos peritoneais de camundongos
C57BL/6 in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS
100ng/ml e os sobrenadante dessas culturas foi avaliado para a presenca TNF e IL-10 por

CBA ap0s 48horas de cultura.

Observamos que ndo ocorre diferenca das quantidades totais de IL-10 quando os
macrofagos foram tratados com CoPP (Fig.11A). No entanto, quando fazemos a razdo da
producdo de IL-10 pela de TNF observamos que no tratamento com CoPP prevalece um

ambiente anti-inflamatério (Fig. 11B).
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Figura 11- A inducdo de HO-1 pela CoPP aumenta a presenca de IL-10 em relacéo a
de TNF. Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram infectados in vitro com
promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS 100ng/mL. A producdo de
IL-10 e TNF foi avaliada por CBA no sobrenadante dessas culturas 48 horas ap6s interacao
com os estimulos. (A) Producdo de IL-10 ap6s 48 horas de cultura. (B) Razéo IL-10/TNF a
partir dos valores em pg/mL da producdo de TNF e IL-10 no sobrenadante das culturas.
Dados sd@o representativos de um experimento representativo de 3 experimentos
independentes feito em quintuplicata. Barras representam media = SD. *p< 0.05 indica

diferenca significativa quando comparada ao grupo LPS, p< 0.05 indica diferenca
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significativa quando comparada ao grupo LSH+LPS calculada pelo teste ndo paramétrico

Kruskal-Wallis com pds teste Dunnett’s.

O tratamento com CoPP reduz a produgdo de oxido nitrico (NO) frente
a estimulagdo por LPS

Na infeccdo de macrofagos murinos por Leishmania, o 6xido nitrico (NO) é um
importante mecanismo efetor no controle da infeccdo. A inibi¢do da producdo de NO leva
ao aumento da sobrevivéncia das formas intracelulares de Leishmania e aumento da
replicacdo em macréfagos murinos (GANTT et al., 2001). Nesse contexto nos resolvemos
avaliar se a inducdo da HO-1 pela CoPP poderia estar envolvida no favorecimento da
replicacdo do parasita pela reducdo de NO. Para isso nés infectamos macréofagos
peritoneais de camundongos C57BL/6 in vitro com promastigotas de L. chagasi em
presenca de CoPP 50uM. Os resultados demonstram que a inducdo da HO-1 pela CoPP é
capaz de reverter o efeito do LPS na inducdo de NO (avaliada indiretamente pelos niveis

de nitrito) apos 24 (Fig. 12A) e 48 horas (Fig. 12B) de interacdo com os estimulos.
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Figura 12- A inducdo de HO-1 pela CoPP reduz a produc¢do de NO induzida frente a
estimulacdo por LPS. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram
infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS
100ng/mL. Os niveis de NO, medidos indiretamente pela producdo de nitrito foram
avaliados em 24 horas(A) e 48 horas (B) ap0s interacdo com os estimulos. Dados séo
representativos de um experimento representativo de dois experimentos independentes
feito em quintuplicata. Barras representam média + SD. *p< 0.05 indica diferenca
significativa quando comparada ao grupo LPS, Y p< 0.05 indica diferenca significativa
quando comparado ao grupo (LSH+LPS) calculada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis com pos teste Dunnett’s.

A indugdo de HO-1 pela CoPP reduz a produgdo de IL-6 e IL-1p frente a
estimulagdo por LPS

Na infeccdo de macrofagos por Leishmania, bem como frente a estimulagdo dessas
células por LPS a IL-6 e IL-1p estdo associadas a ativagdao do macrofago, em modelos de
infecgéo in vivo e in vitro (DE LIMA et al., 2007; ETTINGER & WILSON, 2008). Dessa
forma, avaliamos a produgéo de IL-6 e IL1 B no contexto da infec¢do por L. chagasi in
vitro frente a estimulagdo por LPS. Para isso, infectamos macrdfagos peritoneais de
camundongos C57BL/6 in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de

CoPP50uM e LPS 100ng/ml e o sobrenadante dessas culturas foi avaliado para a presenca
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IL-6 ¢ IL1 B. Nos observamos que a indugdo de HO-1 pela CoPP foi capaz de reverter o
efeito do LPS na inducdo de IL-6 (Fig. 13A) e IL1 B (Fig.13B) apds 48 e 24 horas de

interagdo com os estimulos, respectivamente.
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Figura 13- A inducdo de HO-1 pela CoPP reduz a producéo de IL-6 e IL1 f induzida
frente a estimulacao por LPS. Macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram
infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS
100ng/mL. A producdo de IL-6 (A) e IL1 B (B) foi avaliada no sobrenadante dessas
culturas apds 48 hr e 24 hr, respectivamente, de interacdo com os estimulos. Dados sdo
representativos de um experimento representativo de 2 experimentos independentes feito
em quintuplicata. Barras representam média + SD. *p< 0.05 indica diferenca significativa
quando comparada ao grupo LSH + LPS calculada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis com pos teste Dunnett’s.
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A indugdo de HO-1 pela CoPP reduz a produgdo da quimiocina MCP-1
induzida pela estimulag¢cdo com LPS

Por fim, resolvemos avaliar os efeitos da ativagdo da HO-1 frente a producdo da
quimiocina MCP-1 que esta associada ao recrutamento e ativacdo de macrdfagos
(CONRAD et al., 2007). Desse modo, macrofagos foram cultivados com LPS e infectados
com L. chagasi na presenca de CoPP por 48 e 72 horas. Nés observamos que a inducgéo de
HO-1 pela CoPP levou a reducdo da producdo da quimiocina MCP-1 por macréfagos
infectados por L. chagasi frente a estimulagdo por LPS. Esse fendmeno ocorreu tanto em
48h (Fig. 14A) quanto em 72 h (Fig. 14B) apds interacdo com 0s estimulos.
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Figura 14- A inducdo de HO-1 pela CoPP reduz a producdo de MCP-1 frente a
estimulacdo por LPS. Macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram
infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS
100ng/mL. A producéo de MCP-1 foi avaliada por CBA no sobrenadante dessas culturas
48 horas (A) e 72 horas (B) apos interacdo com os estimulos. Dados sao representativos de
um experimento representativo de 3 experimentos independentes feito em quintuplicata.

Barras representam média + SD. *p< 0.05 indica diferenca significativa quando comparada
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ao grupo LSH + LPS calculada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pos teste

Dunnett’s.

A indugdo de HO-1 pela CoPP reduz a produg¢do de PGE: induzida pela
estimulagdo por LPS

A inducdo da HO-1 pela CoPP exerce efeitos na reducdo de mediadores
inflamatdrios, assim como 0 PGE2 em diferentes modelos experimentais (MEGIAS et al.,
2009). Além disso, a producdo do mediador PGE2 representa um importante componente
do hospedeiro no contexto da infeccdo por Leishmania (PINHEIRO et al., 2009). Dessa
forma resolvemos avaliar a producdo de PGE na infeccdo de macrofagos estimulados por
LPS in vitro e infectados com L. chagasi. Macr6fagos foram estimulados com LPS e
infectados com L. chagasi na presenca de CoPP por 24 horas, pudemos observar que a
HO-1 reduz a producdo de PGE2, um importante mecanismo redutor da replicacdo de

Leishmania em macré6fagos de camundongos C57BL/6 (Fig. 15) .

PGE,

Figura 15- A inducdo de HO-1 pela CoPP reduz a producdo de PGE2 frente a
estimulacdo por LPS. Macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 foram
infectados in vitro com promastigotas de L. chagasi em presenca de CoPP50uM e LPS
100ng/mL. A producdo de PGE foi avaliada por ELISA no sobrenadante dessas culturas 24
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horas apds interacdo com os estimulos. Dados sdo representativos de um experimento
representativo de 2 experimentos independentes feito em quintuplicata. Barras representam
média £ SD. *p< 0.05 indica diferenca significativa quando comparada ao grupo LSH +
LPS calculada pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pds teste Dunnett’s,.

Interferéncia na via da HO-1 na avaliag¢édo da carga parasitdria de L.
chagasi em macrofagos estimulados com LPS

A partir das observacOes de que a ativagdo de HO-1 aumentava a infeccdo de
macrofagos por L. chagasi, nosso proximo passo foi avaliar o efeito da estimulacdo com
LPS na carga parasitaria em presenca de CoPP e SnPP. Para isso, macréfagos peritoneais
de camundongos C57BL/6 tratados com LPS 100 ng/ml foram infectados com
promastigotas de L. chagasi na presenca de CoPP 50uM e SnPP 50uM. Nos avaliamos a
carga parasitaria 72 horas apds infeccdo pela contagem das formas promastigotas viaveis
liberadas no sobrenadante de culturas de macréfagos infectados. Observamos um aumento
do numero de parasitas vidveis no grupo tratado com CoPP em macrofagos tratados com
LPS (Fig. 16), enquanto que ndo houve diferenca significativa na presenca de SnPP. Esse
resultado, sugere que a carga parasitaria de macrofagos infectados por L. chagasi
independente da presenca ou ndo de LPS é aumentada em presenca CoPP, concomitante a

inibicdo da resposta anti-inflamatoria.
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Figura 16. CoPP aumenta a carga parasitdria de L. chagasi em macrofagos
infectados na presenca de LPS. Macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6
estimulados com LPS 100 ng/ml foram infectados com promastigotas de L. chagasi em
presenca de CoPP 50 uM ou SnPP 50 uM. Apos 72 horas de infeccdo, o meio RPMI foi
substituido por Schneider (meio de cultivo de Leishmania) e formas promastigotas viaveis
liberadas no sobrenadante dessas culturas foram contabilizadas 10 dias apds a troca do
meio, por contagem em camera de Neubauer. Dados sdo representativos de um
experimento independente feito em quintuplicada para cada grupo experimental. Pontos
representam média = SD,** p< 0.01 indica diferenca significativa pelo teste néo

paramétrico Kruskal-Wallis com pos teste Dunnett’s.
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DISCUSSAO

Conhecer a biologia da interagdo patdgeno-célula hospedeira durante a infecgdo por
Leishmania € essencial para entender os mecanismos regulatorios imune em resposta ao
patogeno. Parasitas do género Leishmania tém um pronunciado tropismo por macréfagos,
embora tenham capacidade de infectar diversos tipos celulares. Amastigotas de Leishmania
proliferam no fagolisossomo de macro6fagos e adquirem nutrientes necessarios para seu
metabolismo (HUYNH & ANDREWS, 2008). No entanto, esse processo nao é passivo,
pois a célula hospedeira é capaz de limitar a disponibilidade de nutrientes para o parasito
no vacuolo parasitéforo, bem como induzir a producdo de moléculas efetoras no controle
da infeccdo (NADERER & MCCONVILLE, 2008). Para a Leishmania, desenvolver
mecanismos de resisténcia e subversdo da resposta microbicida € crucial para o sucesso da
infeccdo e persisténcia do parasito no hospedeiro. Nesse contexto, a enzima heme
oxigenase 1 (HO-1) foi escolhida como alvo desse estudo para buscar compreender seu
papel durante a infeccdo de macréfagos por L. chagasi, principal agente etioldgico dos

casos da forma visceral da leishmaniose no Brasil.

As manifestacdes hematoldgicas sdo constantes na LV (AL-JURAYYAN et al.,
1995). Mecanismos ligados a hemolise, metabolismo do heme e atividade da enzima heme
oxigenase podem estar envolvidos no sangramento, especialmente na fase da doenca que
envolve coagulacdo e anemia grave (CHAPPUIS et al., 2007). Por se tratar de uma
parasitemia visceralizante associada a hemdlise e consequiente liberacdo de heme, a enzima
HO-1 pode ter participacdo na modulacdo da carga parasitaria bem como na protecdo aos
efeitos toxicos do heme. No entanto, ainda nédo foi explorado o potencial envolvimento da
enzima HO-1 no contexto da LV humana, tdo pouco existem dados experimentais
conclusivos que déem suporte a entender os mecanismos imunopatogénicos deflagrados
por essa enzima que resultem em um desbalango inflamatorio observado nos individuos
infectados. Aqui nos investigamos o papel da HO-1 na infeccdo por L. chagasi e a

modulacéo das funcdes pro e anti- inflamatorias de macréofagos.

Nossos dados mostraram que promastigotas de L. chagasi sdo capazes de induzir a

liberacdo de HO-1 no sobrenadante de macrdfagos infectados, bem como no lisado dessas
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células. O perfil de inducdo da HO-1 deflagrado pela infeccdo por promastigotas de L.
chagasi em macréfagos mostrou-se sustentado apds 24 horas de interacdo com o parasita.
Atualmente, as vias de inducdo de HO-1 durante a infeccdo ndo sdo completamente
esclarecidas. Sabe-se que o gene Hmox 1 é induzido por vérios estimulos e envolve
multiplos padrbes de sinalizacdo, dentre esses estimulos o gene Hmox 1 é fortemente
induzido por condicBes de estresse oxidativo (WAGENER et al., 2003). Provavelmente na
infeccdo de macr6fagos murinos por L. chagasi a indugdo da HO-1 resulta da situacdo de
estresse oxidativo conhecidamente provocada pelo parasita (GANTT et al., 2001).
Entretanto, ndo podemos descartar que o parasita também induza HO-1 por vias
independentes do balan¢o redox associadas a ativacdo do gene Hmox, como quinases,
MAPK, Proteina quinase C (PKC) e fosfatases (ALAM & COOK, 2007).

Pamplona e col., 2007 demonstraram com um modelo experimental de malaria
cerebral, que na infeccdo de camundongos Balb/c por Plasmodium berghei os niveis da
proteina HO-1 sdo aumentados. Mais recentemente, Epiphanio e cols., 2009 demonstraram
que os niveis de MRNA e da proteina HO-1 sdo aumentados em hepatdcitos na infeccéo in
vivo com P. berghei e em macrofagos peritoneais na infeccdo por P. berghei e P.yoelli
(EPIPHANIO et al., 2008). Nossas observagoes reforcam a idéia de que a HO-1 é induzida
em diversas doencas parasitarias e esta relacionada a protecdo ou susceptibilidade do
hospedeiro. Além disso, a expressdo de HO-1 em infec¢bes como malaria, tuberculose e
infeccdes virais tém sido relacionada a um papel protetor do hospedeiro na resposta
desencadeada pelas células da imunidade inata e adaptativa & infeccdo (CHUNG et al.,
2009).

Um dos aspectos mais estudados da HO-1 em doencas infecciosas tém sido o seu
papel anti-inflamatdrio e quais as consequéncias para a proliferacdo do patégeno na célula
hospedeira. Apesar do estudo conduzido por Pham e colaboradores, 2005, demonstrar que
amastigotas de L. pifanoi possuem estratégias para evitar a producdo de radicais de
oxigénio e que esse mecanismo é dependente da ativagdo da enzima HO-1, os autores néo
exploram qual o impacto desses achados no controle da carga parasitaria durante a infeccéo
por Leishmania. Nesse sentido, nosso trabalho mostra pela primeira vez quais as
implicagfes da ativagdo da HO-1 na sobrevivéncia de L. chagasi em macrofagos
infectados.
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Para melhor explorar o papel da HO-1 na infeccdo de macréfagos por L. chagasi
nos utilizamos o indutor e inibidor farmacolégico da HO-1. A Cobalto protoporfirina
(CoPP) é um potente indutor da HO-1via Bachl e Nrf2 (fatores nucleares associados a
regulacdo do gene Hmox1) (SHAN et al., 2006) enquanto que a Estanho Protoporfirina
(SnPP) inibe atividade da enzima HO-1 (YANG et al., 2001).

Observamos que em macrdfagos peritoneais de camundongos C57BL/6 a inducao
de HO-1 pela CoPP corresponde a um consideravel aumento do percentual de macréfagos
infectados e quantidade de amastigotas por macréfago. A inducdo de HO-1 polariza
macrofagos derivados de mondcitos humanos para um fenétipo anti-inflamatério (WEIS et
al., 2009). O aumento do percentual de macrofagos infectados indica que a HO-1 torna os
macrofagos susceptiveis a infeccdo por L. chagasi, enquanto que o aumento do numero de
amastigotas por macréfago é um forte indicador de que a HO-1 é requerida para exercer
seu papel anti-inflamatdrio que auxiliaria na desativacdo de mecanismos leishmanicidas do

macrdéfago.

De forma similar, o aumento da expressao de HO-1 utilizando um adenovirus em
camundongos Balb/C leva ao aumento da replicacdo de P. berghei no figado quando
comparado aos animais controle transfectados apenas com adenovirus ndo codificante,
demonstrando dessa forma que a HO-1 é requerida também para o favorecimento da
replicacédo de P. berghei in vivo (EPIPHANIO et al., 2008).

Em nossos experimentos a SnPP (estanho protoporfirina) ndo reduziu a carga
parasitaria como esperado. Como a SnPP inibe apenas a atividade da HO-1, essa
protoporfirina provoca o acimulo de substrato (heme) que por sua vez, induz a ligacéo de
proteinas nucleares reguladoras da expressdo do gene Hmox1(YANG et al., 2001). Esse
mesmo efeito foi observado em outro modelo por outro inibidor da HO-1, a zinco
protoporfirina (ZnPP) que ndo influenciou a carga parasitaria em camundongos Balb /c
infectados com P. berghei (PAMPLONA et al., 2007). O efeito das drogas inibidoras SnPP
e ZnPP sobre a indugdo da expressdo da HO-1 j& foi previamente descrito por Mahin
Maines, que foi a primeira autora a descrever a propriedade da ZnPP sobre a HO-1.
Utilizando sobrenadante isolado de tecido de rato neonato, Maines demonstrou que a ZnPP
inibe a atividade da HO-1 pois compete com o heme na ligagdo com a enzima (MAINES,
1981; LABBE et al., 1999).
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Para descartar o efeito das drogas e esclarecer de forma definitiva o efeito da
auséncia de HO-1 na infeccdo L. chagasi nds utilizamos macrofagos derivados de
precursores mononucleares de medula éssea de camundongos Balb /c e Scid selvagens ou
deficientes no gene Hmox1 (knockout). Observamos que os macréfagos de camundongos
knockout para o gene Hmox1 tém uma menor carga parasitaria quando comparado aos
macrofagos selvagens. Esse efeito foi observado em ambas as linhagens de camundongos.
Corroborando os nossos achados, Epiphanio e cols., 2009 encontraram que na infecg¢éo por
P. berghei e P. yoelli, os camundongos knockout para 0 gene Hmox1 tém menor carga
parasitaria no sangue e no figado quando comparado aos camundongos selvagens. Além
disso, o tratamento de camundongos Balb /c com o RNA de interferéncia para o gene da
HO-1linduz uma menor carga parasitaria em animais infectados. Coletivamente, nossos
achados demonstram que a inducdo de HO-1 é requerida no estabelecimento da infeccéo

por L. chagasi.

Ja foi demonstrado que a CoPP induz a expressdo da HO-1 (SHAN et al., 2000). De
forma similar, nossos resultados mostraram que a CoPP foi capaz de induzir aumento na
liberacdo de HO-1 nos macréfagos peritoneais de camundongos C57BL/6, tanto na
infeccdo por L. chagasi quanto apenas no tratamento com CoPP. Como esperado, a CoPP
aumenta significativamente a liberacdo da proteina HO-1 no sobrenadante dessas culturas,
enquanto que o SnPP inibiu significativamente esse efeito. Esse resultado nos permite
inferir que os efeitos da CoPP sobre carga parasitaria na infeccdo de macréfagos devem-se
de fato a proteina HO-1. Ja para o tratamento com SnPP, ndo foi visto uma associacao
entre 0 seu efeito em inibir a liberacdo da HO-1 e a reducdo da carga parasitaria,

provavelmente devido aos pontos discutidos acima para essa droga.

A partir das observacdes de que a infeccdo por L. chagasi induz HO-1 e de que a
CoPP induz aumento da replicacdo do parasita nds hipotetizamos que a HO-1 estaria

reduzindo potenciais mecanismos leishmanicidas do macrdfagos, dentre eles o TNF.

De fato na LV humana, sintomas como anemia e fraqueza, podem estar associados
a niveis aumentados de TNF. Esse mediador foi detectado em pacientes com LV e sua
presenca tem sido associada a atividade da doenca (BARRAL-NETTO et al., 1991). Além
disso, 0 TNF desempenha um importante papel na defesa do hospedeiro contra patdgenos

intracelulares e na regulacdo de padrdes inflamatorios (LOCKSLEY et al., 2001). Nesse
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conjunto, as observacdes de que o tratamento com CoPP reduz a producdo de TNF
induzida pela Leishmania, corroboram o efeito anti-inflamatdrio da HO-1 e explica um dos
mecanismos pelos quais a Leishmania se beneficia da inducdo de HO-1 em macréfagos
murinos. Esse achado ainda nos sugere que a inducdo de HO-1 provocada somente pela
infeccdo é uma estratégia do parasita para desativar mecanismos leishmanicidas do

macrofagos.

Uma possivel explicacdo de como a reducdo da producdo de TNF deve favorecer a
replicacdo do parasita € que 0s mecanismos leishmanicidas do TNF sdo mediados
principalmente por indugéo de estresse oxidativo (ENGWERDA et al., 2004; MORGAN et
al., 2008). A inducdo de HO-1 corresponde também a ativacdo de genes associados a
protecdo do estresse oxidativos (COLLINSON et al., 2010). Logo, a inducdo de HO-1
parece ser um mecanismo inicial da infecgdo que permite um ambiente menos hostil para o
parasita. Nesse sentido, Pham. e colaboradores, demonstraram que durante a interacdo de
amastigotas e promastigotas de Leishmania pifanoi com macréfagos, ambas as formas
evolutivas sdo capazes de induzir HO-1. Segundo esses autores, a enzima HO-1 degrada o
heme do complexo NADPH oxidase, impedindo assim a formac&o viavel das subunidades
do complexo capaz de gerar superdxido no vacuolo parasitéforo como parte do escape da

ativacdo dos mecanismos leishmanicidas do macréfago (PHAM et al., 2005).

Alguns mediadores pré e anti-inflamatérios sdo produzidos frente a um primeiro
estimulo (priming), o LPS é um agonista de TLR4 que polariza e ativa macrofagos para a
producdo de mediadores pré-inflamatorios (LIEN et al., 2000; LATZ et al., 2002). Para
melhor elucidar o efeito da inducdo de HO-1 pela CoPP nés ativamos as células com LPS e
avaliamos alguns mediadores que poderiam estar envolvidos na resposta leishmanicida do
macrofagos. Curiosamente, observamos que a inducdo de HO-1 pela CoPP aumenta a
carga parasitaria de macréfagos infectados por L. chagasi independente da presenca de
LPS. Esses achados nos permitem afirmar que embora a infeccdo por L. chagasi tenha
efeito na polarizagdo e modulacdo do macréfago, alguns efeitos na producdo de
mediadores independem da infeccdo e parecem ser exercidos primariamente pela HO-1

induzida pela CoPP.

Nos também investigamos se a producdo de componentes antiinflamatorios que

poderiam estar envolvidos no favorecimento da replicacdo do parasita. Varios estudos
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experimentais murinos tém demonstrado que um dos principais fatores para a progressao
da leishmaniose é a IL-10. O bloqueio do receptor IL-10 em camundongos infectados com
L. donovani reduz drasticamente a infeccdo (MURRAY et al., 2002), e camundongos IL-
10" sdo altamente resistentes a LV (MURPHY et al., 2001). Além disso, a persisténcia da
LV humana também esta associada com altos niveis de IL-10 no soro dos pacientes
(GHALIB et al., 1993; PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). N6s achamos que no
tratamento com CoPP, prevalece a producdo de IL-10 quando comparado aos niveis de
TNF, ou seja, a inducdo de HO-1 deve favorecer a proliferacdo da L. chagasi porque

contribui para a prevaléncia de um ambiente anti-inflamatorio.

As respostas associadas a IL-10 sdo geradas para balancear a excessiva resposta
Thle prevenir a imunopatologia. A alta producdo de IL-10 esta associada a reducdo da
resposta inflamatdria levando a susceptibilidade a infeccdo por Leishmania (BELKAID et
al., 2001; ANDERSON et al., 2005; STAGER et al., 2010). Os efeitos anti-inflamatérios
da IL-10 sdo exercidos via inducdo da HO-1 (LEE & CHAU, 2002) e a inducdo de HO-1
pela IL-10, polariza a diferenciacdo de macrofagos (SIERRA-FILARDI et al., 2010) e
células dendriticas (CHAUVEAU et al., 2005) para um perfil de resposta anti-inflamatdria.
Dessa forma, podemos especular que na infeccdo por L. chagasi a inducdo de HO-1 pela
CoPP concomitante com a prevaléncia de 1L-10 pode significar a persisténcia de mais de
um estimulo capaz de favorecer a replicacdo do parasita, induzindo assim uma resposta

anti-inflamatoria na célula hospedeira.

Em modelos murinos in vitro e in vivo de infeccdo por Leishmania é bem
estabelecido que a ativacdo de macrdfagos por citocinas como IFNy e TNF leva a producéo
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo responsaveis pela atividade
leishmanicida (DEY et al., 2005). A producédo de NO ¢ o principal mecanismo microbicida
em macrofagos murinos (GANTT et al., 2001; DIAS COSTA et al., 2007). Em nosso
estudo o tratamento com CoPP foi capaz de reduzir a producgdo de nitrito a niveis basais ao
de uma célula ndo estimulada com LPS, esse efeito pode ser especificamente atribuido a
inducdo de HO-1, uma vez que as células tratadas com LPS e CoPP apresentaram a mesma
reducdo dos niveis de nitrito, independente da infeccdo por L. chagasi. Esse achado nos
permite deduzir que a inducdo de HO-1 pela CoPP desativa 0 macréfago frente a
estimulagdo com LPS e que esse mecanismo reduz a producdo de um importante

mecanismo efetor no controle da infecgédo por Leishmania.
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Quanto ao mecanismo de reducdo das quantidades de nitrito, ndo podemos
descartar o efeito da inducdo de iINOS pelo mondxido de carbono (CO), um dos produtos
da degradacdo do heme. J& foi descrito que o CO é capaz de aumentar a expressdo de
iNOS, aumentando os niveis de NO (FORESTI et al., 1997; ZUCKERBRAUN et al.,
2003). Essa via de regulacdo do niveis de NO indica que em situacdes especificas de
sinalizacdo celular os sub produtos da degradacdo do heme podem ter efeitos antagbnicos.
Nessa situacdo o CO poderia até contribuir para uma atividade leishmanicida do macréfago
ao contrario do efeito esperado para a biliverdina e o Fe.

Nossos achados demonstram que além da reducdo dos niveis de nitrito, a indugdo
de HO-1 pela CoPP reduz também os niveis do mediador IL-1p frente a estimulagdo com
LPS. Esse resultado ¢ interessante porque a inducdo de HO-1 inibe a producdo de NO por
astrocitos humanos ativados com IL-1B (SHENG et al., 2010). IL-1 é uma citocina proé-
inflamatoria, considerada como “citocina de alarme” que ¢é secretada por macrofagos. A
familia da citocina IL-1 inicia e propaga a inflamacdo por induzir a expressao de moléculas
de adesdo em células endoteliais e leucécitos (APTE & VORONOV, 2008; STUTZ et al.,
2009). IL-1 tem sido relatada como uma citocina que afeta a patogénese da leishmaniose
por gerar uma resposta inflamatdria e por modular a resposta adaptativa que age para
conter a disseminacdo do parasita (VON STEBUT et al., 2003; KOSTKA et al., 2006). De
fato, a redugdo dos niveis de IL-1p nas células tratadas com CoPP indicam que a HO-1
reduz um importante mecanismo ativador da atividade leishmanicida do macréfago.
Voronov e cols., 2010 demonstraram que animais deficientes no gene da IL-1p ou no
receptor de IL-1pB sdo mais susceptiveis a infec¢ao por L. major do que os camundongos
selvagens (VORONOV et al., 2010), corroborando nossa conclusdo de que o tratamento
com CoPP deve favorecer a proliferacdo da L. chagasi por desativar importantes
mecanismo ativadores do macrofago na resposta a infeccéo, incluindo a producdo dessa

importante citocina pro-inflamatoria.

Os antigenos de Leishmania sdo capazes de induzir a producdo de mediadores
associados a ativacdo da celula infectada. Dentre esses mediadores a interleucina-6 (IL-6)
destaca-se por estar envolvida na regulacdo do balanco da resposta Thl-Th2 associada a
infeccdo por Leishmania (DE LIMA et al., 2007). Deste modo, resolvemos avaliar a
influéncia do tratamento com CoPP em macroéfagos tratados com LPS e infectados com L.

chagasi. A inducéo de HO-1 pela CoPP reduziu os niveis de IL-6 frente & estimulacdo por
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LPS. Esse dado nos remete a importancia do papel supressor da HO-1 na producédo de
mediadores inflamatdrios, uma vez que a reducdo dos niveis de IL-6 em pacientes com LV
esta associado com sucesso no tratamento e, além disso, altos niveis de IL-6 em pacientes
com LV é considerado um marcador da forma ativa da doenca (PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006). O papel supressor da HO-1 sobre a producdo de IL-6 ja foi
demonstrado em modelo agudo de agressdo hepatica (KAMIMOTO et al., 2009), assim
como em um modelo de inflamag&o sisttmica em camundongos knockout no gene Hmox1
(KAPTURCZAK et al., 2004). No entanto a relacdo entre a HO-1 e IL-6 ainda ndo foi

explorado na LV humana.

Quimiocinas sdo um grupo de proteinas que agem como quimioatrativas para
leucdcitos e estdo envolvidas em muitas atividades bioldgicas, incluindo ativacdo de
leucdcitos para mecanismos anti-microbianos (LUSTER, 1998; DESHMANE et al., 2009).
A producdo da quimiocina recrutadora de macréfagos (MCP-1) pelos macréfagos também
foi estudada em nosso modelo experimental. Varios trabalhos demonstraram a importancia
dessa quimiocina no contexto da interacdo parasita-hospedeiro. Macrofagos humanos
infectados in vitro com L. infantum e tratados com MCP-1 tém um aumento significativo
na produgdo de Oxido nitrico e mecanismos leishmanicidas do macrofago
(BRANDONISIO et al., 2002). Da mesma forma o tratamento com MCP-1 em macréfagos
humanos e murinos infectados com Trypanosoma cruzi aumenta os niveis de 6xido nitrico
e a atividade tripanocida da célula hospedeira (ALIBERTI et al., 1999). O tratamento in
vivo com MCP-1 em camundongos infectados com L. donovani reduz a carga parasitaria
via inducdo da producdo de anions superdxidos e também reduz a expressdo de PKC e
ativacdo de macrdfagos, concomitante com o aumento nos niveis de éxido nitrico e TNF
(DEY et al., 2005; DEY et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que a indugdo da HO-1 reduz a producdo de MCP-1
frente & estimulagdo por LPS e esse efeito independe da infeccéo por L. chagasi. Epiphanio
e cols., 2008 acharam que na auséncia de HO-1 em camundongos deficientes no gene
Hmox1 ha maior expressao de MCP-1 no figado de camundongos infectados por P. berghei
em comparagdo aos camundongos selvagens. Esse relato juntamente com nossos achados
de que inducéo da HO-1 favorece a replicacdo da L. chagasi e reduz a producdo de MCP-1
frente a estimulacdo por LPS aponta que um dos mecanismos pelos quais a HO-1 favorece
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a replicacdo da L. chagasi da-se pela reducdo da producdo de uma quimiocina com

conhecida atividade leishmanicida e ativadora de mecanismos microbicidas do macréfago.

Por fim, nds investigamos a participacdo da PGE2 no contexto da inducédo de HO-1.
Nos encontramos que a inducdo da HO-1 pela CoPP reduz a producdo de PGE-2 frente a
estimulagdo por LPS. O papel da PGE2 na replicagédo de Leishmania tem sido relatado
primariamente como mediador que favorece o crescimento do parasita em macrofagos. A
inibicdo da producdo de PGE2 utilizando um inibidor da enzima COX leva a reducdo da
carga parasitaria de macréfagos humanos infectados in vitro com L. amazonensis em co-

cultura com neutrofilos apoptéticos (AFONSO et al., 2008).

Ribeiro-Gomes e cols., 2004 demonstraram que macr6fagos murinos infectados
com L. major tém maior carga parasitaria quando essas células sdo tratadas com PGE-2 ou
sua producdo € induzida por co-cultura de neutrofilos com macréfagos de camundongos
Balb /c considerado suscetivel para essa espécie do parasita (RIBEIRO-GOMES et al.,
2004). No entanto, em macréfagos de camundongos C57BL /6, considerado resistente para
infeccdo de L. major, os autores ndo observaram um papel protetor para a PGE,. Além
disso, o cultivo de macrofagos com PGE2 exdgena favorece a replicacdo de L.
amazonensis em macrofagos de camundongos Balb/c,mas ndo de camundongos C57BL /6
(PINHEIRO et al., 2009). Ou seja, € possivel que o efeito da PGE2 seja dependente do
background do hospedeiro. Nesse contexto, uma vez que em nosso estudo utilizamos
camundongos da linhagem C57BL/6 podemos especular que a inibi¢cdo da producdo de
PGE2 em nosso modelo experimental seja um dos mecanismos de acdo da HO-1 no

favorecimento da replicacéo intracelular da L. chagasi.

Nossos achados sdo consistentes com dados da literatura em relacdo a influéncia da
HO-1 sobre os niveis de PGE2. Recentemente foi demonstrado que em células endoteliais
cerebrais 0 LPS induz a expressdo de COX-2 e producdo de PGE2 via ativacdo do TLR4,
sendo que essa inducdo € inibida pelo tratamento com CoPP ou com um adenovirus que
aumenta a expressao de HO-1(SHIH & YANG, 2010). Além disso, Feitoza e cols., 2010
demonstraram que o tratamento de camundongos com indometacina, um inibidor da
enzima COX, protege os animais do dano tecidual causado em um modelo experimental de
reperfusdo renal. Nesse contexto, a protecdo se da pela reducéo da produgdo de mediadores
como PGE2 e TNF e aumento da expresséo de IL-10 e HO-1 no rim (FEITOZA et al.,
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2010). Ainda corroborando os nossos resultados, o efeito do TNF na inducdo de COX-2 é
inibido quando células vasculares musculares lisas e células endoteliais de veia umbilical
humana séo tratadas com um agonista do receptor ativado da proliferacdo de peroxissomos
(PPAR-y), uma via inicial da inducéo de HO-1. Esse efeito na inibicdo de COX-2 é abolido
quando as células sdo juntamente tratadas com a SnPP, demonstrando a participacdo da
HO-1 em uma via anti-inflamatoria mediada pela ativacdo de PPAR-y (KRONKE et al.,
2007).

Esses resultados em relacdo a inibicdo da producdo de PGE2 nos levaram a
investigar a producdo de TGF-B1, um importante mediador anti-inflamatério envolvido no
favorecimento da replicacdo da Leishmania e desativacdo de mecanismos leishmanicida do
macrofagos (BARRAL-NETTO et al., 1992). O TGF-B1 acelera a progressdo da doenca
em modelos murinos de leishmaniose, e prolongou a sobrevivéncia da L. chagasi (GANTT
et al., 2003) e T. cruzi (FREIRE-DE-LIMA et al., 2000) em cultura de macrdéfagos. Em
nosso modelo experimental fizemos diversas tentativas de dosar TGF-f1. No entanto,
observamos que o tratamento com ambas as protoporfirinas SnPP e CoPP, eliminou a
producdo de TGF-B1a niveis ndo detectaveis pela técnica utilizada (ELISA). Uma provavel
explicacdo para esse fendmeno seja uma limitacdo experimental por conta do limite de
deteccdo da técnica de deteccdo de TGF-B1. Outra possivel explicagdo é que haja um

mecanismo central de inibigdo da producdo de TGF-B1 por protoporfirinas.

Nosso grupo demonstrou recentemente que o heme impede a producdo de PGE2 e
TGF-B em células mononucleares humana, da mesma forma que pacientes com a forma
grava de malaria tém maiores niveis de heme e reducdo dos niveis de PGE2 e TGF-f no
plasma (ANDRADE et al., 2010a). Além disso, tem sido proposto que a secre¢do de TGF-
B1 depende inicialmente da secrecdo de PGE2 (FADOK et al., 1998; FREIRE-DE-LIMA
et al., 2000). Sendo assim, a secre¢do de TGF-B1 pode ser impedida quando a sintese de
PGE2 ¢ inibida, como acontece no nosso modelo experimental quando os macrofagos sdo
tratados com CoPP, a droga indutora da HO-1.

N&o podemos descartar a possibilidade de que os efeitos protetores e anti-
inflamatdrios da HO-1 estejam de fato sendo desempenhado pelos produtos da degradacao
do heme, que sdo o CO, Ferro e Biliverdina. Os mecanismos pelos quais a HO-1 exerce seu

efeito protetor sdo parcialmente descritos e muito se sabe a respeito do efeito cito-protetor
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do monoxido de carbono (CO) (MOTTERLINI & OTTERBEIN, 2010). O papel do
mondxido de carbono ja& foi demonstrado em diversos modelos de dano celular. A HO-1
protege células endoteliais da apoptose mediada por TNF e agonistas pro-apoptéticos
(SOARES et al., 2002). Da mesma forma, esse efeito ocorre quando as células sdo tratadas
com CO, levando a idéia de que os efeitos protetores da HO-1 séo fortemente mediados
pela producdo de CO (BROUARD et al., 2000).

Ao contrario do atomo de Fe contido no anel de protoporfirina 1X de heme, o Fe
liberado do heme pode ser neutralizado por uma variedade de mecanismos associados ao
metabolismo do ferro, incluindo a Ferritina (FtH), que é induzida pelo proprio Fe e tem um
papel cito-protetor (BARANANO et al., 2000; XIE et al., 2005). A expressao de FtH
protege células da apoptose mediada por TNF por prevenir o efeito pro-oxidante do Fe
livre na ativacdo constante da c-Junk (quinase), que leva a ativacdo de caspases efetoras
(BERBERAT et al., 2003; MORSE et al., 2003).

O Fe é um co-fator para muitas enzimas e perfis metabdlicos e a sua aquisicdo é
fortemente regulada pelas células (WEISS, 2002). Algo ainda interessante em relacdo ao
efeito do Fe é que além do papel cito-protetor, esse componente ja foi demonstrado como
imprescindivel suporte nutricional para tripanossomatideos como Trypanossoma e
Leishmania (HUYNH & ANDREWS, 2008). L. chagasi expressa uma NADPH redutase
dependente de Fe, que é capaz de converter o ferro oxidado (Fe**) em ferro reduzido (Fe?*)
que é mais solavel (WILSON et al., 2002). A adicdo de holotransferrina é capaz de
alcancar o compartimento intracelular dos parasitas e promover o crescimento de
Leishmania em macréfagos murinos (BORGES et al., 1998). Mais recentemente Andrews
e cols., 2006 identificaram o LIT1, um transportador de ferro da membrana plasmatica de
L. amazonensis que € essencial para a replicacdo intracelular e viruléncia do parasita em
modelos animais (HUYNH et al., 2006). Conjuntamente esses relatos demonstram a
importancia nutricional do ferro para Leishmania e que o parasita tem capacidade de
sequestrar esse nutriente. Essa observacao sugere que em nosso modelo experimental um
dos mecanismos pelos quais a inducdo da HO-1 pela CoPP pode aumentar a carga
parasitaria de macréfagos infectados poderia estar associado ao aumento da disponibilidade

de ferro como produto da degradacao do heme.
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Ainda em relacdo aos produtos da degradacdo do heme, a biliverdina que é
convertida pela biliverdina redutase a bilirubina, desempenha também um importante papel
cito-protetor. Quando aplicadas em camundongos, tanto a bilirrubina quanto a biliverdina
conferem protecdo em um modelo de lesdo por isquemia e reperfusdo, rejeicdo de
transplante e sepse grave (YAMASHITA et al., 2004; GOZZELINO et al., 2010). O efeito
do proprio heme sobre a Leishmania ndo pode ser descartado. EXxiste apenas um artigo
indicando a possivel existéncia de uma enzima andloga a HO-1 e algumas enzimas
relacionadas a sintese do heme em promastigotas de L. donovani. Srivastava e cols., 1997
explanaram sobre a presenca de enzimas como 6- aminolevulinato sintase e ferroquelatase
em promastigotas de L. donovani assim como heme oxigenase e biliverdina redutase
(SRIVASTAVA et al., 1997). Embora inovador, esse estudo ndo é conclusivo porgue 0s
autores investigaram apenas a atividade dessas enzimas, ndo havendo qualquer anélise
protéica ou gendmica dessas proteinas em Leishmania. De qualquer forma, o estudo aponta
para a capacidade de sintese de heme como suporte nutricional e indica que a Leishmania
possui estratégias de detoxicacdo dos efeitos toxicos do heme.

Portanto, ndo podemos descartar a participacdo dos produtos da degradacdo do
heme e do préprio heme no favorecimento da replicacdo da L. chagasi em macrdfagos.
Pelo contrério, nossos achados indicam que outras protoforfirinas, além da CoPP, ou
mecanismos moleculares associados a inducdo da HO-1 podem favorecer a replicagdo do
parasita. O papel protetor in vivo das proteinas ligadoras de heme, como a hemoglobina,
hemopexina, haptoglobina e aloumina que estdo associadas a mecanismos de detoxicagédo
do heme extracelular (KRISTIANSEN et al., 2001; QUAYE, 2008; LARSEN et al., 2010)
necessita ser melhor explorado. Em um estudo de comparacdo de expressdo génica, células
mononucleares humanas e células THP-1 (linhagem monocitica humana) foram tratadas
com as drogas utilizadas no tratamento contra a leishmaniose, antiménio pentavalente e
Glucantime, e infectadas ou ndo com L. donovani. Utilizando ferramenta de microarray e
PCR real time, os autores elucidaram o perfil dos genes alterados pelo tratamento e
encontraram que genes associados ao estresse oxidativo como Hmox1, Glutationa e
Glutamato cisteina ligase sdo alterados em resposta ao tratamento com as drogas
leishmanicidas independente da infeccdo por L. donovani (EL FADILI et al., 2008).

Ainda discutindo a fonte de heme para o parasita, ndo podemos descartar a
importancia da HO-1 no contexto da interacdo da Leishmania com células do vetor. Ndo ha

descricdo de uma enzima capaz de metabolizar o heme para o inseto vetor da Leishmania.
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Sabe-se, no entanto que o Rhodnius prolixus, vetor do Trypanosoma cruzi, possui uma
estratégia bem descrita de lidar com o heme ingerido ap6s a alimentacdo. O inseto R.
prolixus tem uma proteina ligadora de heme na sua hemolinfa, RHBP (Rhodnius Heme-
Binding Protein) que impede o dano causado pelo estresse oxidativo provocado pelo heme
(DANSA-PETRETSKI et al., 1995). Mais recentemente, Paiva-Silva e cols., 2006
apresentaram uma evidéncia de que R. prolixus expressa a enzima HO capaz de degradar o
anel de protoporfirina (heme) (PAIVA-SILVA et al., 2006).

Sabe-se ainda que o heme ou hemoglobina é um fator nutricional importante para o
crescimento da Leishmania, uma vez que o0 parasita possui biossintese incompleta desse
composto. Charlab e cols., 1995 demonstraram que a saliva de Lutzomyia longipalpis inibe
a multiplicacdo de L. amazonensis em culturas in vitro, enquanto que a adicdo de heme as
culturas blogueia a sensibilidade dos parasitas a saliva e induz a diferenciacdo dos mesmos
a fase estacionaria, que corresponde a fase de maior infectividade dos parasitas
(CHARLAB et al., 1995). Esse achado, juntamente com a consideracdo de que insetos
hemat6fogos séo capazes de metabolizar o heme indicam que a Leishmania além de se
beneficiar da HO-1 da célula hospedeira poderia também ser favorecida pela HO induzida
pelo vetor durante o repasto sanguineo.

Nossos achados sdo a primeira evidéncia de gque a infec¢do por L. chagasi é capaz
de induzir a secrecdo da proteina HO-1 e que a indugdo da mesma, favorece a replicacéo
do parasita por reduzir mecanismos leishmanicidas da célula hospedeira, sugerindo que a
HO-1 pode participar de uma forma deletéria na infeccdo. Uma forte evidéncia para isso €
gue em nosso modelo experimental a HO-1 reduziu a producdo de todos os mediadores
pré-inflamatorios investigados e favoreceu um ambiente com predominio de IL-10, um
importante mediador anti-inflamatério no contexto da LV (STAGER et al., 2010). Dessa
forma, esse estudo levanta uma série de novas perspectivas de investigacdo do papel da
HO-1 e proteinas relacionadas a detoxicacdo do heme no esclarecimento de mecanismos
imunopatogénicos associados a patogénese da LV humana e uma possivel forma de

intervencéo terapéutica para forma letal da leishmaniose.
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CONCLUSOES:

1. A infeccdo por L. chagasi é capaz de subverter mecanismos leishmanicidas do
macrofago por aumentar os niveis de HO-1 no sobrenadante e no lisado dessas
celulas;

2. A proteina HO-1 do hospedeiro participa na sobrevivéncia e replicacdo da L.
chagasi ratificada pela menor carga parasitaria de macréfagos deficientes no gene
Hmox1;

3. A inducdo farmacoldgica da HO-1 pelo CoPP favorece a replicacdo do parasita
caracterizada pela redugdo nos niveis de um importantes mediadores
leishmanicidas, o TNF;

4. Macrofagos tratados com LPS em presenca de CoPP induzem um ambiente anti-
inflamatdério marcado pelo aumento da razdo I1L-10 em relacdo as quantidades de
TNF;

5. Ainducéo de HO-1 pela CoPP desfavorece o ambiente inflamatério induzido pelo
LPS caracterizado pela reducdo nos niveis de mediadores leishmanicidas e
ativadores da resposta microbicida do macréfagos, incluindo TNF, IL-6, IL-1B,
MCP-1 e PGE2.

Conclusdo Geral:

Com base nos resultados aqui apresentados podemos concluir que a proteina HO-1
participa dos mecanismos de interacdo da célula hospedeira com o parasita favorecendo a

infeccdo por L. chagasi e reduzindo mecanismos leishmanicidas do macrofago.
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