FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ
CENTRO DE PESQUISA GONGCALO MONIzZ
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM BIOTECNOLOGIA
EM SAUDE E MEDICINA INVESTIGATIVA

PABLO RAFAEL SILVEIRA OLIVEIRA

DISSERTACAO DE MESTRADO

MODULAGAO DA ATIVAGAO DE MACROFAGOS E
AGRAVAMENTO DA INFECCAO EM MODELO MURINO DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR POR MOLECULAS DE
Leishmania (Leishmania) amazonensis

SALVADOR-BAHIA
2010



PABLO RAFAEL SILVEIRA OLIVEIRA

MODULAGAO DA ATIVACAO DE MACROFAGOS E
AGRAVAMENTO DA INFECGAO EM MODELO MURINO DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR POR MOLECULAS DE
Leishmania (Leishmania) amazonensis

Dissertacdo apresentada ao programa de
Pos-Graduagdo em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa do Centro
de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM),
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientador: Dr. Lain Carlos Pontes de
Carvalho

SALVADOR-BAHIA
2010



i1

PABLO RAFAEL SILVEIRA OLIVEIRA

MODULAGCAO DA ATIVAGAO DE MACROFAGOS E
AGRAVAMENTO DA INFECCAO EM MODELO MURINO DE
LEISHMANIOSE TEGUMENTAR POR MOLECULAS DE
Leishmania (Leishmania) amazonensis

Dissertagdo apresentada ao programa de
Po6s-Graduagdo em Biotecnologia em
Saude e Medicina Investigativa do Centro
de Pesquisa Gongalo Moniz (CPqGM),
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Aprovado em 29/10/2010.

BANCA EXAMINADORA

Dr. Lain Carlos Pontes de Carvalho
Pesquisador Titular da Fundagdo Oswaldo Cruz — Instituto Gongalo Moniz

Dr2. Fabiola Cardillo
Pesquisadora Associada da Fundagao Oswaldo Cruz — Instituto Gongalo Moniz

Dr2. Milena Botelho Pereira Soares
Pesquisadora Titular da Fundagéo Oswaldo Cruz — Instituto Gongalo Moniz



DEDICATORIA

Para a minha méae, meu maior
exemplo de perseveranca...

...e para a minha Natalia. Um dia
teremos uma linda familia.

v



AGRADECIMENTOS

Ao querido Professor Lain Carvalho, por suas 6timas ideias, sua dedicagao e pela
condugao deste trabalho.

Ao Professor Alberto Dutra, pelas longas e prazerosas caminhadas sobre os campos
férteis da biologia.

A querida Professora Virginia Silva, por todos os anos de convivéncia, t&o
importantes para a minha formacgao.

A grande amiga Isabela Navarro, a quem tenho uma enorme admiracdo e devo
grande parte deste trabalho. Hoje, alguém disse na televisdo algo que eu sempre
quis lhe dizer: - Tudo € uma questdo de ter a mente quieta, a espinha ereta e o
coragao tranquilo. Seja a luz!

Aos grandes amigos feitos durante os anos da iniciagao cientifica, Thayna Meirelles
e Rodrigo Feitosa. Vocés me fazem muita faltal

Ao grande amigo David Garrido, pela disponibilidade e pela 6tima convivéncia
durante o mestrado.

A Luciana Franga, pelo zelo com todos os membros da “bancada 05" e pela
participacao ativa neste trabalho.

A Viviane Rocha, pela boa convivéncia e pelos proveitosos conselhos.

A Thassila Pitanga e Pilar Veras, pelas boas risadas e pela amizade.

Ao amigo Felipe Miranda, por suas contribui¢des intelectuais.

Aos colegas do LPBI, especialmente aos amigos da “bancada 05”.

A Sérgio Vasconcelos, pelo trabalho na esterilizagdo e pela agradavel presenca.
A Elivani de Jesus, pelo auxilio técnico.

A Flavia Paix&o, pela competéncia na administragéo do LPBI.

Apoio financeiro:
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPq

Rede Nordeste de Biotecnologia — RENORBIO



Vi

Como diria o grande Alberto (sic)
Einstein... “Nada é mais pratico do que
uma boa teoria.”



Vil

RESUMO

Em humanos, tanto L. amazonensis quanto L. braziliensis causam a leishmaniose
cutanea localizada, mas, no Brasil, o desenvolvimento da leishmaniose cuténeo-
difusa (LCD) é exclusivamente atribuido as infec¢des por L. amazonensis. Por outro
lado, a leishmaniose cutadneo-mucosa (LCM) esta usualmente associada a L.
braziliensis. Enquanto a LCD é caracterizada pelo elevado numero de parasitos nas
lesbes e pela falta de resposta celular anti-Leishmania, a LCM é geralmente
acompanhada por resposta celular intensa e baixo numero de parasitos nas lesdes.
Portanto, é provavel que diferengas espécie-especificas sejam determinantes para o
desenvolvimento dos dois polos de responsividade imune nas leishmanioses
cutdneas. Experimentos realizados em nosso laboratério mostraram que a
imunizagdo de camundongos BALB/c com o extrato de formas amastigotas de L.
amazonensis (ELa) confere suscetibilidade a infeccdo por L. braziliensis. Os
principais objetivos do presente estudo foram identificar e elucidar os mecanismos
de acdo dos fatores do ELa capazes de conferir suscetibilidade a infeccao
experimental por L. braziliensis. Para isso, o ELa foi fracionado por cromatografia
liquida em coluna de troca ibnica. As atividades das fragdes obtidas foram avaliadas
quanto as suas capacidades em interferir nas fungbes normais de macréfagos de
BALB/c, tornando-os suscetiveis a infecgdo cutanea causada por L. braziliensis.
Foram preparadas quatro misturas de fracées adjacentes, eluidas da coluna, que
possuiam proteinas com perfis eletroforéticos na presenga de dodecil sulfato de
sédio e atividades proteoliticas semelhantes. Estas misturas de fragcdes foram
denominadas de fragdes 1, 2, 3 e 4. As fragdes 2, 3 e 4, e ndo a 1, foram capazes
de agravar a doenga causada por L. braziliensis. Apos a ativagdo dos macréfagos
com lipopolissacarideo bacteriano (LPS), o ELa suprimiu a produgao de éxido nitrico
e das citocinas inflamatdrias avaliadas (TNF-a, IL-12p70 e IL-6). De maneira oposta,
o tratamento com o ELa aumentou a produgéo de IL-10 por macrofagos ativados por
LPS. Nenhuma das fragcdes contendo moléculas eluidas da coluna de troca ibnica,
ou a fracdo efluente da coluna, foi capaz de suprimir globalmente a producdo de
citocinas inflamatérias e de NO e aumentar a produgcao de IL-10 in vitro, como
observado com o extrato total de amastigotas de L. amazonensis, apds a ativagao
dos macrofagos por LPS. Apenas o tratamento in vitro com a fragdo 3 suprimiu a
producao de TNF-a por macréfagos. A identificagdo e a elucidagdo dos mecanismos
de agdo dos fatores capazes de agravar a leishmaniose cutdanea podem ser
determinantes para o desenvolvimento de estratégias para o combate de patégenos
intracelulares e também para a imunomodulagdo terapéutica de doencas
autoimunes e alérgicas.

Palavras-chave: Leishmania; suscetibilidade; macrofagos.
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ABSTRACT

In humans, infections with Leishmania (Viannia) braziliensis usually induces a
intense cellular response and few lesions restricted to the skin and/or mucous
membrane, while infections with Leishmania (Leishmania) amazonensis can cause
also a very serious form of the disease, known as diffuse cutaneous leishmaniasis, in
which there is a poor cellular response to the parasite and disseminated lesions on
the skin of the host. Most inbred strains of mice, like the BALB/c, are susceptible to L.
amazonensis and resistant to L. braziliensis infections. This parasite-related
difference could result from the activity of a L. amazonensis-specific virulence factor.
In agreement with this hypothesis, we previously demonstrated that the immunization
of BALB/c mice with L. amazonensis amastigote extract (LaE), and not with L.
braziliensis extract, confers susceptibility to L. braziliensis infection. The main
objectives of this study were to identify and elucidate the mechanisms of action of the
LaE factors that contribute to the enhancement of experimental cutaneous
leishmaniasis. The LaE was fractioned by liquid chromatography on ion-exchange
column. The collected fractions were evaluated by their ability to subvert the normal
functions of macrophages, making BALB/c mice susceptible to the infection by L.
braziliensis. The fractions 2, 3 and 4, but not the fraction 1, were able, as well as the
total extract of L. amazonensis, to aggravate the cutaneous infection. The LaE
suppressed the inflammatory cytokine production (IL-12p70, IL-6 and TNF-a) in LPS-
stimulated macrophages. On the other hand, LaE increased the IL-10 production in
LPS-stimulated macrophages. None of the fractions obtained by liquid
chromatography on ion-exchange column, neither the effluent fraction were able to
down-modulate the global production of inflammatory cytokines and NO and increase
the IL-10 production in activated macrophages. The in vitro treatment with the
fraction 3 suppressed the TNF-a production in macrophages. The identification and
elucidation of the action mechanisms of the factors that aggravate cutaneous
leishmaniasis may be determinant for the development of novel strategies to combat
intracellular pathogens but also for therapeutic immunomodulation of autoimmune
and allergic diseases.

Keywords: Leishmania; susceptibility; macrophages.
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1. INTRODUGAO

1.1 Aspectos gerais das leishmanioses

1.1.1 Transmissdao e estabelecimento da Leishmania no

hospedeiro definitivo

As leishmanioses constituem um complexo de doengas causadas por cerca
de 20 protozoarios tripanosomatideos do género Leishmania (DESJEUX, 2004,
2001; HERWALDT, 1999). Estas enfermidades apresentam um carater
antropozoondético e sao transmitidas aos hospedeiros vertebrados através da picada
do vetor flebotomineo (Diptera: Psychodidae) fémea infectado, que, ao realizar o
repasto sanguineo, inocula na derme do hospedeiro, juntamente com a saliva, as
formas promastigotas flageladas de Leishmania (SACKS & KAMHAWI, 2001). Apos
a transferéncia para o hospedeiro vertebrado, as formas promastigotas sao
fagocitadas por macrofagos, células dendriticas (PRINA et al., 2003) ou, como
recentemente evidenciado, por neutrofilos (JOHN & HUNTER, 2008; LASKAY et al.,
2008; PETERS et al., 2008). No modelo de interagdo Leishmania-macrofago, as
formas promastigotas metaciclicas (SACKS & PERKINS, 1984), capazes de escapar
da lise mediada pelo complemento (SACKS & DA-SILVA, 1987), séo fagocitadas por
macrofagos. Dentro do vacuolo parasitéforo, as formas promastigotas transformam-
se em amastigotas e, apds replicarem-se, infectam outras células, disseminando a
infeccdo (MURRAY et al., 2005). De outro modo, de acordo com o modelo mais
recente de interagao Leishmania-neutrofilo-macréfago, as primeiras células que

chegam ao sitio da infecgéo, atraidas por moléculas presentes na saliva do inseto
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vetor, sdo os neutrofilos, que funcionam como pontes entre os parasitos e as células
hospedeiras finais, os macrofagos (PETERS & SACKS, 2009). Apdés o
estabelecimento da Leishmania nos macrofagos, o sucesso ou o fracasso da
infeccdo dependera (i) do perfil imunoldgico/genético do hospedeiro, associado ao
tipo de resposta de células T (CASTELLUCCI et al., 2006; BLACKWELL, 1999;
LARA et al., 1991; PETZL-ERLER et al., 1991), e (ii) da espécie de Leishmania
envolvida, associada a sua capacidade de interagir com células dendriticas
(BREWIG et al., 2009; CAMPOS et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008), produzindo

manifestagdes clinicas variadas.

1.1.2 Formas clinicas das leishmanioses

As formas clinicas das leishmanioses sao, basicamente, visceral (LV) e
tegumentar (LT). A forma visceral € potencialmente fatal, acometendo o sistema
reticuloendotelial, envolvendo baco, figado, medula d&ssea e linfonodos
(BITTENCOURT & BARRAL-NETTO, 1995). A LT apresenta um amplo espectro de
manifestagdes clinicas, que variam desde a formacdo de lesbdes localizadas
autorresolutivas até a formacgao de lesbes desfigurantes. De modo geral, a LT em
humanos é caracterizada pela formacao de lesdes cutaneas unicas ou multiplas,
sendo bastante frequentes ulceras indolores, com bordo elevado e fundo necrético,
tendendo para a cura espontanea. Primariamente, a LT compromete a pele, mas a
linfadenopatia regional € comum, podendo preceder o aparecimento de lesdes

cuténeas (BARRAL et al., 1995b).
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1.1.3 Epidemiologia das leishmanioses

Ciclos de transmissdo de Leishmania foram encontrados em todos os
continentes, exceto na Oceania, ocorrendo em ambientes quentes e Umidos de
regides tropicais e subtropicais até em regides temperadas no Mediterraneo e
estepes na Russia (GRIMALDI Jr. et al., 1989; LAINSON & SHAW, 1977). De acordo
com a Organizagdo Mundial da Saude, aproximadamente 370 milhdes de pessoas
vivem sob risco de infec¢do em todo o mundo. As leishmanioses atingem cerca de 2
milhdes de pessoas, causando aproximadamente 60 mil mortes por ano (WHO,
2002). Cerca de 90% dos casos de LT concentram-se em paises como Afeganistao,
Paquistdao, Siria, Arabia Saudita, Iran, Brasil e Peru. No caso da LV,
aproximadamente 90% das ocorréncias sao registradas na india, em Bangladesh, no

Nepal, no Sudéao e no Brasil (MURRAY et al., 2005; YAMEY & TOREELE, 2002).

1.1.4 Controle e tratamento das leishmanioses

Apesar de muitos esforgos, as estratégias aplicadas para o controle e o
tratamento das leishmanioses avangaram pouco nas ultimas décadas. Atualmente,
os principais medidas para o controle da doenga visam (i) a eliminagao dos vetores e
(i) dos reservatérios e (iii) o desenvolvimento/melhoramento de testes diagnosticos
precisos para deteccdo de casos ativos e identificacdo de falhas no tratamento
(CHAPPUIS et al., 2007; KROEGER et al., 2002). O diagnéstico precoce, combinado
a um tratamento eficaz, € essencial para o paciente, porém, nas regides onde
ocorrem ciclos zoonéticos de transmisséao, eles tém impacto limitado para o controle

da ocorréncia de novos casos, se 0s principais reservatérios e os insetos vetores
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nao forem controlados (DAVIES et al., 2003). De modo geral, as drogas mais
utilizadas para os tratamentos das leishmanioses sdo muito téxicas para o paciente,
além de casos de resisténcia a elas ocorrerem cada vez mais frequentemente. Por
isso, drogas menos nocivas ao paciente e mais eficientes para o controle dos
parasitos, como a miltefosina, a paromomicina e a anfotericina B lipossomal, estdo
gradualmente substituindo os antimoniais pentavalentes e a anfotericina B
convencional (GUERIN et al., 2002). Analisando todas essas dificuldades, a
Organizagdo Mundial da Saude considera o desenvolvimento de uma vacina como
alternativa principal para o controle das leishmanioses (WHO, 2002). Porém, até o
momento, nenhuma das diversas composi¢des e protocolos de imunizacdo testados
foi capaz de evitar o desenvolvimento da doenga de maneira eficaz

(KHAMESIPOUR et al., 2005).

1.2 Leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana esta entre uma das endemias de maior
importancia para a saude publica brasileira, principalmente devido a sua ampla
distribuicdo pelo territério nacional e a ocorréncia de formas clinicas graves, além
das dificuldades referentes ao diagndstico e tratamento.

Nas Américas, existem pelo menos onze espécies dermotrépicas de
Leishmania causadoras da doenca em humanos, sendo que, no Brasil, a Leishmania
(Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis sao as espécies
mais amplamente distribuidas (COSTA, 2005; SILVEIRA et al., 2004). O curso da
infec¢cado cutanea causada por L. braziliensis é geralmente irregular e crénico, com

tendéncia para a cura espontanea. Em geral, a infec¢ao por L. amazonensis produz
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no homem lesdes ulceradas simples e limitadas, com numerosos parasitos nos
bordos da lesdo. Tanto a L. amazonensis quanto a L. braziliensis causam a
leishmaniose cutanea localizada (LCL) (CARVALHO et al., 1995), mas, no Brasil, o
desenvolvimento da leishmaniose cuténeo-difusa (LCD) é exclusivamente atribuido
as infecgbes por L. amazonensis (SILVEIRA et al., 2009). Por outro lado, a
leishmaniose cutdaneo-mucosa (LCM) estd usualmente associada a L. braziliensis
(MARSDEN, 1990). Enquanto a LCD é caracterizada pelo elevado numero de
parasitos nas lesdes e pela falta de resposta celular anti-Leishmania, a LCM é
geralmente acompanhada por intensa resposta celular e baixo numero de parasitos
nas lesbes. Portanto, é provavel que diferencas espécie-especificas sejam
determinantes para o desenvolvimento dos dois polos de responsividade imune nas
leishmanioses cutdneas (SILVEIRA et al., 2009; BARRAL et al., 1995a; CARVALHO

et al., 1985).

1.3 Modelos murinos de leishmaniose tegumentar

Os estudos com modelos experimentais murinos permitiram diversos avangos
no entendimento da imunopatogénese das leishmanioses. As linhagens de
camundongos existentes com perfis imunolédgicos distintos, a possibilidade de
modificagbes genéticas dos animais, e a similaridade imunoldgica dos camundongos
com o homem tornam esses modelos ferramentas importantes para a elucidagcao
dos mecanismos de relagdo parasito-hospedeiro em diversas doencgas (KAYE et al.,
1991). Os modelos experimentais utilizados em estudos sobre a leishmaniose
tegumentar esclareceram a importancia dos linfécitos T CD4" na determinagéo dos

quadros de resisténcia ou suscetibilidade a Leishmania (MOCCI & COFFMAN, 1995)
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e, de modo ainda mais relevante, contribuiram para o entendimento de mecanismos
gerais das respostas imunes (COFFMAN et al., 1991). Camundongos geneticamente
modificados, incapazes de ativar células T CD4", quando infectados com L.
amazonensis, nao apresentaram lesdes, sugerindo que a formagéo de ulceras e a
destruicdo tecidual presentes nos camundongos normais estdo relacionadas a
ativagéo desse tipo celular (TERABE et al., 2000; TERABE et al., 1999).

A linhagem BALB/c é a mais utilizada em estudos sobre os mecanismos
imunopatoldgicos das leishmanioses. Nestes camundongos, a depender da espécie
de Leishmania utilizada na infec¢ao, a doenga pode tornar-se sistémica e causar a
morte dos animais. Modelos amplamente aceitos demonstram que a suscetibilidade
de camundongos BALB/c a infecgdo por L. major esta associada as células T
auxiliares do tipo 2 (Th2), produtoras de IL-4 e IL-10, enquanto a resisténcia
apresentada por camundongos da linhagem C57BI/6 esta relacionada as células T
auxiliares do tipo 1 (Th1), produtoras de IFN-y (SACKS & NOBEN-TRAUTH, 2002;
SOONG et al., 1997).

De modo geral, as linhagens de camundongos apresentam um aparato imune
capaz de destruir rapidamente a L. braziliensis, produzindo uma forma benigna da
doencga, que é resolvida em poucas semanas (DeKREY et al., 1998). Por outro lado,
a espécie L. amazonensis causa uma doenga grave na maioria das linhagens de
camundongos (ALMEIDA et al., 1996). Diversos estudos (JI et al., 2005; PINHEIRO
et al., 2005; JI et al., 2003; BARRAL-NETTO et al., 1992) tém demonstrado que o
perfil de suscetibilidade a L. amazonensis apresenta grande complexidade, com o

envolvimento de células regulatorias, produtoras de TGF-$ e IL-10.
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1.4 Subversao da imunidade inata por Leishmania spp.

1.4.1 Células alvo

Células dendriticas e macréfagos sdo os alvos principais da infecgdo por
Leishmania (ARGUETA-DONOHUE et al., 2008), porém, apesar de bastante
relacionadas ontogeneticamente, seus papéis na iniciagdo e propagacao das
respostas imunes contra a Leishmania s&o distintos. Diversas evidéncias sugerem
que a Leishmania pode suprimir a producao de IL-12 em macrofagos (BELKAID et
al.,, 1998; CARRERA et al., 1996; REINER & LOCKSLEY, 1995), mas ndao em
células dendriticas (GORAK et al., 1998; VON STEBUT et al, 1998, 2000;
KONECNY et al., 1999; MAROVICH et al., 2000). Todavia, os detalhes moleculares
desta modulagao diferencial ainda nao foram completamente estabelecidos.

Diversos estudos foram conduzidos para compreender como as formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania sao capazes de infectar e suprimir
eventos de sinalizagéo intracelular nas células-alvo (revisado por KIMA, 2007). De
modo geral, nos estagios iniciais da infec¢ao (JI et al., 2003), parasitos do género
Leishmania sdo capazes de interferir nas principais fungdes dos macréfagos, como:
atividade microbicida, produgdo de citocinas, apresentagdo de antigenos e ativagao

de células T (MATTE & OLIVIER, 2002; RACOOSIN & BEVERLEY, 1997).

1.4.2 Modulagao da atividade microbicida

Evidéncias produzidas em modelos in vivo e in vitro mostram que a atividade

leishmanicida de macrofagos € mediada por espécies reativas do nitrogénio,



23

produzidas inicialmente por reacao envolvendo o 6xido nitrico (NO) (SOLBACH &
LASKAY, 2000; JORENS et al., 1995). Em macrofagos, a producao de NO é
catalisada pela enzima o6xido nitrico sintase (iNOS), que é induzida por estimulos
como IFN-y e TNF-a (GREGORY & OLIVIER, 2005; LIEW et al, 1990). A
importancia do NO para a destruicdo da Leishmania foi demonstrada pelo aumento
do numero de parasitos em macréfagos, apds a utilizagdo de antagonistas de NO
(STENGER et al., 1995; EVANS et al., 1993). Wei e colaboradores (1995)
mostraram que o NO é crucial para a eliminagdo da Leishmania, visto que,
diferentemente dos animais normais, camundongos que nao expressam a iNOS sao
suscetiveis a infeccao por L. major. Como amplamente evidenciado, o 6xido nitrico
(NO) tem um papel significativo em limitar as infec¢des por Leishmania (BOGDAN et
al., 2000; MURRAY & NATHAN, 1999). No entanto, ha indicios de que as formas
amastigotas desse parasito podem impedir a producdo de NO em macréfagos

(GREGORY & OLIVIER, 2005; BALESTIERI et al., 2002).

1.4.3 Modulagao da producao de citocinas

A secrecgao de IL-1 em resposta ao estimulo por LPS é inibida em macrofagos
apos a infecgdo por L. major e L. donovani (REINER, 1987). A infec¢ao in vitro por L.
donovani também suprime a produgédo de TNF-a. em macréfagos (DESCOTEAUX &
MATLASHEWSKI, 1989). Ao contrario do que foi evidenciado in vitro, Matte & Olivier
(2002) observaram aumentos nas produgdes de IL-13 e TNF-a apds a infecgao in
vivo com L. major. A citocina IL-12 tem um papel crucial na regulagdo da resposta
imune celular. A IL-12 participa da ativagao de linfécitos T e induz a produgao de

IFN-y por essas células (Th1), que por sua vez aumentam a capacidade microbicida
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de macréfagos. Como documentado por diversos estudos, L. major (BELKAID et al.,
1998; CARRERA et al., 1996; REINER et al., 1994) e L. mexicana (WEINHEBER et

al. 1998) sédo capazes de inibir a produgao de IL-12 em macrofagos.

1.5 Principais moléculas de Leishmania spp. com atividade

imunomoduladora

1.5.1 O amastigota como alvo de estudos sobre fatores de

viruléncia

Diversos fatores de viruléncia de Leishmania ja foram identificados e seus
papeéis na relagao parasito-hospedeiro estdo sendo desvendados. Porém, a maioria
dos estudos sobre a modulagdo do sistema imune do hospedeiro avalia moléculas
preferencialmente expressas no estagio promastigota, sendo poucos os trabalhos
realizados com moléculas expressas por amastigotas. No entanto, a forma
amastigota é responsavel pela disseminacao da infecgdo no hospedeiro vertebrado,
penetrando e sobrevivendo nos macrofagos (PINTO et al., 2000; RAFATI et al.,
1997; BEYROLT et al.,1997). Portanto, € importante determinar o papel de
moléculas exclusiva ou preferencialmente expressas nesse estagio, visto que elas
podem ser requeridas para a sobrevivéncia intracelular do parasito, representando

alvos estratégicos para o controle da infecgdo (McMAHON-PRATT et al., 1998).
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1.5.2 Lipofosfoglicano (LPG)

O LPG ¢ encontrado na superficie de promastigotas de todas as espécies de
Leishmania descritas até o momento (TURCO et al., 2001). Ha evidéncias de que o
LPG é crucial para a ligagdo das formas promastigotas ao epitélio do intestino do
mosquito vetor (DAVIES et al., 1990), atua como receptor para a fagocitose pelas
células hospedeiras (SACKS, 1989), é capaz de ativar a via de sinalizagdo do TLR-2
(DE VEER et al., 2003) e, pela mesma via TLR-2, aumenta a produgao de IFN-y e
TNF-a em células NK (BECKER et al., 2003). Além disso, o LPG esta envolvido na
protecao das promastigotas contra a lise no fagolisossomo (SPATH et al. 2003) e na
supressao da producao de NO em macréfagos (PROUDFOOT et al., 1996). Argueta-
Donohué e colaboradores (2008) mostraram que o LPG purificado de promastigotas
de L. mexicana é capaz de suprimir a producao de IL-12 em mondcitos, e ndo em
células dendriticas, através da inibicao da translocacédo do NF«kB (fator nuclear kB)

para o nucleo.

1.5.3 Proteina homéloga ao receptor da cinase C ativada (LACK)

A proteina LACK produzida por Leishmania também é capaz de modular a
resposta imune do hospedeiro definitivo. Launois e colaboradores (1997) mostraram
que, durante a infeccdo de camundongos BALB/c por L. major, a expressdo da
proteina LACK promove a produgéo de IL-4 por células T VB4Va8CD4". A deplegdo
das células T especificas para a proteina LACK diminui a produgao de IL-4, seguido
pelo desenvolvimento de uma resposta Th1 protetora (SCHILLING &

GLAICHENHAUS, 2001; JULIA et al., 1996).
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1.5.4 Proteases

Estudos em bioquimica e biologia molecular parasitarias tém focado suas
atengdes em proteases que sao cruciais para a patogénese e para o ciclo de vida de
diversos protozoarios parasitas (revisado por MCKERROW et al., 1993). Essas
enzimas estdo envolvidas na nutrigdo do parasito (ROSENTHAL, 1999), invaséo de
células hospedeiras e tecidos (ROGGWILLE et al.,, 1996; BRAUN-BRETON et al.,
1992) e modificagdo de proteinas do hospedeiro, em favor da sobrevivéncia
parasitaria (BURLEIGH et al., 1997). Algumas proteases de Leishmania vém sendo
bastante estudadas e suas importancias foram confirmadas pela demonstragao de
que inibidores especificos para essas enzimas reduzem a progressao da lesao
leishmanidtica (SAJID & McKERROW, 2002). A maioria das proteases de
Leishmania é armazenada nos megassomos, estruturas encontradas nas formas
amastigotas do parasito (DUBOISE et al., 1994; PUPKIS et al., 1986).

A gp63 (glicoproteina de 63 kDa ou leishmaniolisina) € uma metalo-protease
crucial para a viruléncia de diversas espécies de Leishmania, como L. major,
L. mexicanallL. amazonensis, e L. donovani (JOSHI et al., 2002; CHEN et al., 2000;
JOSHI et al., 1998; SEAY et al., 1996; WILSON et al., 1989). Essa protease é capaz
de clivar o C3b (para C3bi) na membrana das formas promastigotas, inibindo a lise
mediada pelo complemento e promovendo, através dos receptores CR3, a
fagocitose do parasito pelo macréfago (BRITTINGHAM et al., 1995). A secregéo da
gp63 pela Leishmania facilta a migragdo e a disseminagdo das formas
promastigotas pelo tecido através da degradacdo de componentes da matriz
extracelular, como a fibronectina (MCGWIRE et al., 2003). A gp63 também pode

clivar moléculas de MHC classe | e CD4, limitando as respostas de células T
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(GARCIA et al., 1997; HEY et al., 1994), além de ser capaz de suprimir a producgao
de fatores envolvidos na ativagao de macréfagos (CORRADIN et al., 1999).

Parasitos do género Leishmania, particularmente as espécies do complexo L.
mexicana, expressam grandes quantidades das cisteino-proteases CPA (protease
homologa a catepsina A), CPB (protease homodloga a catepsina B) e CPC (protease
homologa a catepsina C). Essas enzimas sao expressas predominantemente pelas
formas amastigotas do parasito (MOTTRAM et al., 2004; MOTTRAM et al., 1997). O
papel de cada uma delas foi estudado e aparentemente apenas a enzima CPB é
crucial para o estabelecimento do parasito no hospedeiro definitivo (BART et al.,
1997; MOTTRAM et al., 1996; SOUZA et al., 1994). A infeccdao com L. mexicana
nocauteada para o gene que codifica a enzima CPB (cpb™), ao contrario da infeccdo
com o parasito selvagem, produz lesdes cutdneas atenuadas em camundongos
BALB/c. A protecdo observada foi correlacionada com a modificagdo da resposta
Th2 para uma resposta Th1 protetora (FRAME et al., 2000; ALEXANDER et al.,
1998). Estudos mostram que a supressao da resposta Th1 pela CPB ocorre através
da acgao direta da enzima, que é capaz de degradar componentes envolvidos na
producao de IL-12, como NFxB e proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK)
(CAMERON et al., 2004; MOTTRAM et al., 2004; BAXBAUM et al., 2003).

As serino-proteases sdo encontradas em diversos organismos e participam de
um vasto numero de fenémenos biologicos (RAWLING & BARRET, 1994). Por
exemplo, foi demonstrado que serino-proteases expressas por merozoitos de
Plasmodium falciparum e Plasmodium chabaudi sédo capazes de digerir proteinas da
membrana plasmatica de eritrocitos, facilitando a entrada do parasito nessas células
(ROGGWILLE et al., 1996; BRAUN-BRETON et al., 1992). Andrade e colaboradores

(1998) identificaram pela primeira vez uma serino-protease (serino-oligopeptidase B)
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de Leishmania com caracteristicas bioquimicas similares as demonstradas por uma
oligopeptidase de Tripanosoma cruzi, envolvida no processo de invasdo da célula
hospedeira (BURLEIGH & ANDREWS, 1995). De acordo com Almeida-Campos e
Horta (2000), a oligopeptidase B de Leishmania pode mediar a ativagdo de
leishporinas, que sdo proteinas capazes de degradar a membrana de macrofagos,
facilitando a invasdo do parasito. Outras serino-proteases de L. amazonensis
(MORGADO-DIAZ et al., 2005; SILVA-LOPEZ et al., 2005; SILVA-LOPEZ et al.,
2004) e L. donovani (CHOUDHURY et al., 2009, 2010) foram identificadas e
caracterizadas, porem a importancia de cada uma delas para a sobrevivéncia do
parasito e/ou para a relagdo parasito-hospedeiro ainda nado foi completamente
elucidada. No entanto, ha fortes indicios de que essa classe enzimatica é crucial
para a sobrevivéncia da Leishmania, visto que o tratamento com inibidores
especificos de serino-proteases diminuiu significativamente a viabilidade e induziu
alteragdes morfoldgicas drasticas em formas promastigotas de L. amazonensis

(SILVA-LOPEZ et al., 2007).

1.6 Agravamento da leishmaniose tegumentar por moléculas de

Leishmania

Estudos experimentais mostraram que a imunizagdo de camundongos com o
extrato total de formas promastigotas de L. major, sem a presenca de adjuvantes, &
capaz de agravar a infecgdo homologa (BOGDAN et al., 1990; LIEW et al., 1985).
Dados obtidos por Kenney e colaboradores (1999) mostraram que a imunizagao de
macacos rhesus (Macaca mulata) com promastigotas mortos de L. amazonensis
também agravou a infecgdo homologa. A administracao do extrato total de formas

promastigotas de L. amazonensis € capaz de agravar a infeccdo homodloga em
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camundongos BALB/c (PINHEIRO et al., 2005). Os componentes do extrato de L.
amazonensis envolvidos no agravamento da doenga ainda ndo sdo completamente
conhecidos, porém ha indicios de que cisteino-proteases, serino-proteases e/ou
LPG séo fatores-chave para a ocorréncia do fenébmeno (DE MATOS-GUEDES et al.,
2010; PINHEIRO et al., 2007). Experimentos realizados em nosso laboratorio (SILVA
et al., submetido para publicagdo) mostraram que o tratamento de camundongos
BALB/c com o extrato de formas amastigotas de L. amazonensis (ELa), e ndo com
extrato de formas amastigotas de L. braziliensis (ELb), confere suscetibilidade a
infeccao por L. braziliensis. Esse efeito foi associado a agao de IL-4, ja que o ELa
nao é capaz de agravar a doenga em camundongos BALB/c que nao expressam
essa citocina. Além disso, foi demonstrado que a atividade do ELa é parcialmente

inibida pela utilizagao de inibidores irreversiveis de proteases.



30

2. HIPOTESE

O fracionamento cromatografico do extrato aquoso de formas amastigotas de
Leishmania amazonensis, as quais expressam fatores espécie-especificos capazes
de modular a resposta imune de camundongos BALB/c, e o teste da atividade
biolégica das fragbes obtidas in vivo e in vitro, séo procedimentos relevantes para o

estudo desses fatores.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar as capacidades de fragbes cromatograficas de extrato aquoso de

amastigotas de Leishmania amazonensis em interferir na produgcédo de citocinas e

NO por macroéfagos in vitro e em agravar a infecgao leishmanioética e parcialmente

caracterizar essas fragoes.

3.2 Especificos

Detectar atividades proteoliticas nos extratos de amastigotas de L.

amazonensis e de L. braziliensis

Obter fragdes do ELa contendo diferentes proteinas/proteases de e

caracteriza-las parcialmente

Investigar a participacdo das fragbes com proteinas/proteases do ELa
no agravamento da infeccdo por Leishmania braziliensis em

camundongos BALB/c

Avaliar a capacidade das fracbes com proteinas/proteases do ELa em
modular a producdo de citocinas e NO por macrofagos murinos nao

ativados e ativados por lipopolissacarideo bacteriano
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4. JUSTIFICATIVA

A identificacdo e a elucidagcao dos mecanismos de acgao dos fatores capazes
de agravar a infecgdo por Leishmania podem ser importantes para o
desenvolvimento de estratégias para o combate da infecgdo leishmanidtica, e
mesmo de outros patdgenos intracelulares, e também para a imunomodulagao
terapéutica de doengas autoimunes e alérgicas. Estudos acerca da(s) molécula(s)
de L. amazonensis envolvida(s) no agravamento da infec¢do leishmaniotica também
podem ser importantes para a elucidacdo dos mecanismos causadores da

leishmaniose cutaneo-difusa.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Camundongos (Mus musculus) da linhagem BALB/c, com 6 a 12 semanas de
idade, obtidos no Centro de Pesquisa Gongalo Moniz (Fundagdo Oswaldo Cruz,
Bahia, Brasil), foram mantidos com suprimento de dieta equilibrada para roedores e
agua ad libitum. Todos os procedimentos realizados foram aprovados pelo comité

institucional de ética em uso de animais de experimentacao.

5.2 Parasitos

As infectividades das cepas de L. amazonensis (MHOM/Br88/Ba125) e L.
braziliensis (MHOM/Br/96/H3456) foram mantidas por passagens regulares em
camundongos BALB/c e hamsters Golden (Mesocricetus auratus), respectivamente.
As formas promastigotas, derivadas de amastigotas teciduais, foram cultivadas sob
condigdes estéreis a 24° C em meio de Schneider (Schneider’s Drosophyla Medium;,
Sigma-Aldrich  Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 50 pg.mL'1 de
gentamicina (pH 7,2) e suplementado com 10% ou 20% de soro fetal bovino
inativado (SFB; Gibco, Grand lIsland, NY, EUA) para L. amazonensis ou L.
braziliensis, respectivamente.

As formas amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis foram obtidas por
cultivo axénico segundo protocolo descrito por Teixeira e colaboradores (2002).
Brevemente, os promastigotas de culturas em fase estacionaria foram submetidos a

trés ciclos de lavagem em salina a 0,15 M tamponada com fosfato, pH 7,2 (PBS) por
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centrifugacao (1620 x g por 10 minutos, a 4° C). Apos as lavagens, os parasitos
foram transferidos para meio de Schneider contendo 50 pg.mL™" de gentamicina (pH
5,4) e suplementado com 5% ou 20% SFB, para L. amazonensis ou L. braziliensis,
respectivamente. As formas promastigotas foram cultivadas sob condi¢des estéreis
em temperatura constante de 33° C, durante 7 dias. Apds a transformacdo, os
amastigotas axénicos foram lavados em PBS, centrifugados (1620 x g por 10

minutos, a 4° C) e estocados a -70° C até o momento do uso.

5.3 Extratos de Leishmania

Os amastigotas foram ressuspensos em PBS estéril (10”7 células.mL™) e
lisadas mecanicamente por ultrassom (10 ciclos de 1 minuto, amplitude 40, com
intervalos de 1 minuto entre cada ciclo, a 4° C; Branson’s Cell Disruptor; Branson
Sonic Power Company, Danbury, CT, EUA). Os extratos foram centrifugados (10.000
x g, 10 minutos, a 4° C) e os sobrenadantes, apos filtracdo através de membrana
com poros de 0,45 um (Millipore, Sdo Paulo, SP, Brasil), constituiram o que se
denomina neste trabalho de ELa e ELb. Por fim, todo o material produzido foi

estocado a -70° C até o momento do uso.

5.4 Fracionamento do ELa

O ELa foi dialisado por 16 horas contra Tris-HCI a 20 mM, pH 8,0, a 4° C,
centrifugado (14.000 x g, 10 minutos, 4° C) e filtrado (poros de 0,45 um). O
sobrenadante obtido foi aplicado (7-16 mg de proteinas de cada vez) em uma coluna

de troca iénica (MonoQ® 5/50 GL; GE Healthcare, Uppsala, Suécia) acoplada a um
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sistema automatico de cromatografia de alta resolugdo (AKTApurifier; GE
Healthcare, Uppsala, Suécia), previamente equilibrada com Tris-HCI a 20 mM, pH
8,0. O efluente da coluna foi coletado e apds lavagem da mesma com 20 mL de Tris-
HCl a 20 mM, pH 8,0, as proteinas aderidas a coluna foram eluidas com o uso de
um gradiente linear crescente de salinidade (Tris-HCI a 20 mM pH 8, contendo 0 a
0,5 M de NaCl, em um volume de 20 mL). As proteinas que ainda encontravam-se
aderidas a coluna foram finalmente eluidas com o aumento abrupto da salinidade
(Tris-HCI a 20 mM, pH 8, contendo 1 M de NaCl, volume de 5 mL). Foram coletadas
fracbes de 1 mL (contendo cada uma delas moléculas com graus similares de
eletronegatividade) e a absorbancia (Abszso nm) dos efluentes foi monitorada para a

detecgao dos picos de proteinas.

5.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida e detec¢cao de atividade

proteolitica

As fragcdes do ELa, obtidas por cromatografia liquida em coluna de troca
ibnica, foram caracterizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na
presenca de dodecil sulfato de sddio, como descrito por Laemmli (1970). Apds a
eletroforese de 20 ug de proteina/pogo das amostras, a 100 V/20 mA em cuba para
eletroforese vertical Hoefer SE300 miniVE (Hoefer Inc., Holliston, MA, EUA), os géis
foram corados durante 30 minutos, a temperatura ambiente, em solucdo de
metanol/acido acético/agua destilada (4,5:1:4,5), contendo 2,5% de azul de
Coomassie (Sigma, St. Louis, MO, EUA), e descorados em solugdo de
metanol/acido acético/agua destilada (0,5:0,75:8,75). Foram utilizados como padrées

de massa molecular: R-galactosidase (116 kDa), fosforilase b (97 kDa), albumina
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sérica (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbbénica (31 kDa), inibidor de
tripsina (21 kDa) e lisozima (14,4 kDa), todos da Bio-rad (MW, Broad range; Bio-rad,
Hercules, CA, EUA).

As atividades proteoliticas dos extratos totais (ELa e ELb) e das fragbes do
ELa foram determinadas em ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida (12%)
copolimerizado com gelatina a 0,1% (Gelatin type A; Sigma-Aldrich Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA), como descrito por Silva-Lopez e Giovanni-De-Simone (2004).
Apés a eletroforese, os géis foram lavados com 2,5% de Triton X-100 durante 1 hora
a temperatura ambiente para a remogao do SDS. Apds a lavagem, os géis foram
incubados por 16 horas, a temperatura ambiente, em tampao de protedlise (Tris—HCI
a 100 mM, pH 8,0). Em seguida, os géis foram corados com 0,1% de Amido Black
(Naphthol Blue Black; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) e
descorados em solugao metanol/acido acético/agua destilada (3:1:6). As regides
com atividade enzimatica foram caracterizadas por uma zona clara (halo de

degradacgéao) sobre uma matriz (escura) de gelatina.

5.6. Agrupamento das fragoes do ELa

Apds as andlises em gel, as fragbes do ELa, obtidas apods cinco
procedimentos independentes de cromatografia em coluna de troca ibnica, foram
reunidas em quatro grupos [fragdo 1 (eluida com 0,03 a 0,05 M de NaCl), fragédo 2
(eluida com 0,09 a 0,12 M de NaCl), fragao 3 (eluida com 0,15 a 0,22 M de NaCl) e
fragcao 4 (eluida com 0,28 a 0,35 M de NaCl)], de acordo com similaridades de perfis

eletroforéticos e atividades proteoliticas compartilhadas.
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5.7 Quantificagao de proteinas

Os conteudos proteicos nos extratos e nas fragbes do ELa foram
determinados pelo método de Lowry (LOWRY et al. 1951), usando uma curva de
albumina sérica bovina como padrao (concentragao inicial de 6,4 mg.mL™ e final de
0,1 mg.mL™"). As amostras foram diluidas a 1:2 e 1:4 em PBS, utilizado como branco
do teste. Um mL da mistura de reagentes A+B+C (A: 50 mL de carbonato de sédio a
0,125 M com 0,2 g de hidroxido de sédio; B: 0,5 mL de tartarato de sodio e potassio
a 2% em agua; C: 0,5 mL de sulfato de cobre a 1% em agua) foi adicionado a curva
padrao, amostras e branco. Apds 10 minutos, foram adicionados 100 uL do reagente
fenol (Folin & Ciocalteu’s, Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) diluido
em agua, na proporcao 1:1. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente
(protegidas da luz) durante 30 minutos. A Abszso nm das amostras foi determinada em

espectrofotdmetro.

5.8 Tratamento de camundongos com ELa e fragoes

Cada animal dos grupos de seis camundongos BALB/c recebeu trés injegées
intradérmicas (0,2 mL) contendo: 20 ug de ELa, 9 ug da fragéo 1, 6 ug da fragao 2,
10 ug da fragdo 3 ou 5 ug da fragao 4. As quantidades de proteinas (das diferentes

fragbes) administradas foram calculadas de acordo com a seguinte formula:
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Cuantidade Quantidade grupo ELa
de

proteinas

Total de proteinas
fracionadas (cromatografia)

Total de proteinas
recuperadas em cada fragao

Onde k (constante de corregéo) € igual a 2. As injegdes foram administradas
com intervalos de 15 dias. Simultaneamente, os animais do grupo controle

receberam injecdes contendo PBS (veiculo).

5.9 Modelo murino de leishmaniose cutinea

10" promastigotas de L. braziliensis, obtidas de cultura em fase estacionaria,
foram inoculados subcutaneamente no coxim de uma das patas traseiras de
camundongos BALB/c, uma semana apoés a primeira inje¢gao do ELa ou das fragdes.
O desenvolvimento das lesbes cutaneas foi monitorado semanalmente com o
emprego de um paquimetro digital de precisdo (Mitutoyo, Suzano, SP, Brasil) e o
tamanho das lesdes foi estimado pela diferenga entre os tamanhos das patas

infectada e ndo infectada.

5.10 Quantificagdo de carga parasitaria

As cargas parasitarias no sitio de infecgdo foram estimadas através de ensaio

de diluicao limitante descrito por Lima e colaboradores (1997). As patas infectadas

foram maceradas (Tissue Grinder de 2 mL, Wheaton Science Products, Millville, NJ,
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EUA) em meio de Schneider e centrifugadas a 50 x g, por 10 minutos, a 4° C. Os
sobrenadantes foram novamente centrifugados (1540 x g, 10 minutos, 4° C) e os
sedimentos foram diluidos em meio de Schneider, suplementado com 50 pg.mL'1 de
gentamicina e 20% de SFB. As suspensdes foram diluidas seriadamente (fator de
diluigdo = 10; de 10° a 10"") e distribuidas em placas de cultura de 96 pogos, em
triplicatas. O numero de parasitos em cada lesao foi determinado considerando-se o
valor da maior diluicdo em que pelo menos um promastigota viavel pode ser

detectado apds 7 dias de cultivo (24° C).

5.11 Obtencao e cultivo de macréfagos peritoneais residentes

Macrofagos residentes foram obtidos apds lavagens da cavidade peritoneal
de BALB/c [2 lavagens com 10 mL de solugéo salina (NaCl a 0,9%) gelada + 20
Ul.mL™" de heparina]. O lavado peritoneal foi centrifugado a 300 x g, durante 10
minutos, a 4° C e as células foram diluidas em meio DMEM completo (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium; GIBCO, Grand Island, NY, EUA), suplementado com 10%
de SFB, gentamicina a 50 ug.mL™, bicarbonato de sddio a 3,6 g.L™!, HEPES a 25
mM e glutamina a 2 mM. As células peritoneais foram marcadas com anticorpos
fluorescentes anti-F4/80-PE e anti-CD11b-FITC (eBioscience, Inc., San Diego, CA,
EUA) e analisadas por citometria de fluxo para confirmagéo de seus fendtipos. Os
macrofagos foram distribuidos em placas de 24 pogos (106/pogo) e apos 18 horas, a
37° C, 5% CO,, as culturas foram lavadas com solucdo salina para a remocao das
células nado aderentes. Os macrofagos foram estimulados durante 6, 18, 30 ou 42

horas (37° C, 5% CO,) com diferentes concentragdes do ELa (1 ug.mL™", 10 ug.mL™",

100 pg.mL™ ou 500 ug.mL™) na auséncia ou na presenga de LPS (1000 ng.mL";
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Escherichia coli 0127:B8; Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).
Paralelamente, macrofagos foram ativados com LPS (1000 ng.mL™") e
simultaneamente estimulados (por 42 horas) com as fragbes 1, 2, 3 ou 4 do ELa (a
100 pg.mL'1). Imediatamente apds o cultivo, os sobrenadantes foram coletados e

utilizados em ensaios para deteccao de citocinas e nitrito.

5.12 Dosagem de citocinas

As concentragdes de TNF-a, IL-12p70, IL-6 e IL-10 nos sobrenadantes de
culturas de macrofagos foram determinadas através de ELISA, de acordo com
instrucdes do fabricante (Kit ELISA Ready-SET-Go!®; eBioscience, Inc., San Diego,
CA, EUA). Para a deteccao de TNF-a e IL-6, as amostras foram diluidas (1:10) em
PBS suplementado com 5% de albumina sérica bovina. Para a dosagem de IL-
12p70 e IL-10 foram utilizados sobrenadantes sem diluigdo prévia (100 uL). Todos
0s ensaios foram realizados em placas de 96 pogos (Costar 9018, high protein-
binding; Corning, Lowell, MA, EUA). A Abs4s, nm das amostras foi determinada em

espectrofotdmetro.

5.13 Detecgao da producao de nitrito

A produgdo de o6xido nitrico (NO) foi determinada indiretamente pela
quantificagao de nitrito no sobrenadante de cultura de macréfagos através da reagao
de Griess (MIGLIORINI et al. 1991). Brevemente, 50 uL da amostra foram
misturados em volume igual do reagente de Griess [1:1 (v/v) de 1% sulfanilamida

(em 5% H3POy4) e 0,1% N-1-1-naftiletiienodiamina (todos os reagentes da Sigma-



41

Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, EUA)]. Apés 15 minutos, as Absss nm das
amostras foram determinadas. As concentragdes de NO, nos sobrenadantes foram
determinadas com o auxilio de uma curva padrdao de NaNO, (Sigma-Aldrich

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA).

5.14 Analises estatisticas

A distribuicdo dos dados, devido ao numero relativamente pequeno de
amostras por grupo (n=6), foi considerada como nao gaussiana. As comparagdes
entre dois grupos experimentais foram feitas pelo teste U de Mann-Whitney. As
analises de mais de dois grupos experimentais foram realizadas pelo teste de
Kruskal-Wallis, seguido por pos-teste de Dunn. As diferengcas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Analise zimografica dos extratos de L. amazonensis e L. braziliensis

Enquanto o gel em que foi realizado a eletroforese do ELa apresentou quatro
regides com atividade proteolitica (massas moleculares aparentes de 115 kDa, 68
kDa, 63 kDa e 28 kDa), o gel em que foi realizado a eletroforese do ELb apresentou

apenas uma regido com atividade enzimatica (63 kDa) (Figura 1).

PM
(kDa) Efa ELb

116

97

Figura 1: Andlise zimografica dos extratos de amastigotas de Leishmania amazonensis (ELa)
e Leishmania braziliensis (ELb). As formas amastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis
foram obtidas por cultivo axénico, como detalhado na segao Materiais e Métodos. Apods a lise
dos parasitos, as atividades proteoliticas dos extratos totais foram determinadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% copolimerizado com gelatina a 0,1% (substrato).
Os geéis foram corados em solugdo de Amido Black a 0,1%. As regides com atividade
proteolitica sdo caracterizadas por uma zona clara (halo de degradagédo) sobre uma matriz
(escura) de gelatina; PM = padrdes de massa molecular, expressos em kDa.
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6.2 Fracionamento do ELa

Como sumarizado na Tabela 1, foi fracionado um total de 62 mg de proteinas
por cromatografia liquida em coluna de troca ibnica, em cinco procedimentos
independentes. A quantidade total de material recuperado apds a eluicdo da coluna

(percentual de recuperagéao) foi de aproximadamente 48% (cerca de 30 mg).

Tabela 1: Cromatografia liquida em coluna de troca iénica do
extrato de amastigotas de Leishmania amazonensis.
|

Quantidade de %
Proteina” recuperagao®”

Mono@Q (TI) 1® 7 mg
MonoQ (TI) 2 16 mg
MonoQ (TI) 3 15 mg
MonoQ (Th 4 12 mg
MonoQ (TI) 5 12 mg
TOTAL 62 mg 48% (30 mg)

dCromatografia liquida em coluna de troca iénica [MonoQ (TI)].
Total de cinco procedimentos; Quantidade de proteina
aplicada na coluna em cada procedimento; ‘“Quantidade total
de proteina recuperada apds a eluicado da coluna;

Na Figura 2 é representado o perfil (cromatograma) de eluicdo das fragdes de
1 mL do ELa. O procedimento apresentou alta resolu¢do no fracionamento do
extrato, determinada pelo grau de separagao entre os picos de proteinas detectados.
A maioria das proteinas foi eluida da coluna na faixa de salinidade entre 0,15 a 0,38

M, e por consequéncia encontram-se nas fragcdes A6 a A18.
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Figura 2: Perfil (cromatograma) da purificagdo do extrato de amastigotas de Leishmania
amazonensis (ELa) através de cromatografia liquida em coluna de troca id6nica. O ELa foi
aplicado (7 a 16 mg de proteinas) em coluna de troca ibnica, previamente equilibrada com 20
mM Tris-HCI (pH 8,0). As fragdes de 1 mL (A1 a A25) foram eluidas de acordo com o aumento
da salinidade (Tris-HCl a 20 mM, contendo 0 a 1M de NaCl, pH 8,0). A densidade 6ptica a 280
nm dos eluentes foi monitorada para a deteccao dos picos de proteinas. Cromatograma
representativo de cinco procedimentos independentes.

6.3 Caracterizagao das fragoes do ELa através de eletroforese em gel de

poliacrilamida e detec¢ao de atividades proteoliticas

As fragbes A6 a A18 foram as que apresentaram bandas mais intensas no gel
de poliacrilamida apos eletroforese (Figura 3 — Azul de Coomassie). Os cinco
procedimentos independentes de purificagdo apresentaram resultados muito
semelhantes entre si, determinado pela quantidade e qualidade de proteinas nas
fragbes obtidas (dados ndo mostrados).

Aparentemente, todas as proteases detectadas no extrato total de L.
amazonensis foram recuperadas durante a cromatografia (Figura 3 — Zimograma).

Proteases com massas moleculares aparentes de cerca de 115 kDa, 68 kDa e 63
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kDa foram detectadas nas fragdes A9, A10, e A12 a A21. Uma banda com atividade
enzimatica e massa molecular aparente de 28 kDa foi detectada com maior
intensidade nas fragcbes A14 a A17. Surpreendentemente, apos o fracionamento do
ELa, uma proteina com atividade proteolitica e com massa molecular aparente de
cerca de 37 kDa, ndo observada no extrato total, foi detectada nas fragbes A17 e

A18.
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6.4 Caracterizagdo das fragées do ELa agrupadas de acordo com
similaridades de perfis eletroforéticos na presenga de dodecil
sulfato de sédio e com o compartihamento de atividades

proteoliticas (fracdes 1, 2, 3 e 4)

As analises por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de sodio, e pela mesma eletroforese em gel copolimerizado com gelatina
mostraram que as fragbes agrupadas 1, 2, 3 e 4 diferem entre si em relagéo a
qualidade e a quantidade de proteinas/proteases presentes. Todas as proteases
detectadas no extrato total de amastigotas de L. amazonensis encontram-se nas

fracdes 3 e/ou 4. Nao foram detectadas atividades proteoliticas nas fragdes 1 e 2.
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Figura 4: Caracterizagdo das fragcdes agrupadas do extrato de amastigotas de Leishmania
amazonensis (ELa) através de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfato de sodio seguida de coloragao para proteina (Azul de Coomassie) e detecgdo de
atividade proteolitica (Zimograma). Apds a purificagdo do ELa em coluna de troca ibnica, as
fracdes adjacentes e similares (quanto ao perfil eletroforético na presenga de dodecil sulfato
de sodio e a presenca de atividade enzimatica) foram reunidas em quatro grupos: fragéo 1 (1),
fragdo 2 (2), fragdo 3 (3) e fragdo 4 (4). As regides com atividade proteolitica sao
caracterizadas por uma zona clara (halo de degradagdo) sobre uma matriz (escura) de
gelatina. PM = padrées de massa molecular, expressos em kDa.
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6.5 Avaliagdo das atividades das fracoes do ELa em modelo murino de

leishmaniose tegumentar

Como esperado, a administragdo quinzenal do ELa em camundongos BALB/c
aumentou significativamente o tamanho das lesdes causadas por L. braziliensis, em
relagéo aos animais injetados com PBS (p < 0,01, a partir da 3% semana de infecgao;
Figura 5A). Apds cinco semanas de infeccdo, os animais tratados com as fragdes 2,
3 ou 4 do ELa também apresentaram aumentos significativos das lesbes, em relagao
aos animais injetados com PBS (fragdes 2 e 3, p < 0,01; fragédo 4, p < 0,01; Figura
5A). Diferentemente do tratamento com as outras fragées purificadas do ELa, o
tratamento com a fragdo 1 ndo alterou significativamente o desenvolvimento da
lesdo causada por L. braziliensis.

Os animais que receberam o ELa apresentaram cerca de 1000 vezes mais
parasitos, no sitio da infecgdo, em relagao ao numero de parasitos encontrados nas
patas dos animais injetados com PBS (p < 0,001; Figura 5B). Apesar de todas as
fragbes aparentemente interferirem no curso da infeccdo, aumentando o numero de
parasitos no sitio da infecgéo, apenas os tratamentos com as fragdes 2, 3 ou 4 foram
capazes de aumentar significativamente a carga parasitaria na pata dos animais em
relagdo ao grupo de animais injetados com PBS (fragéo 2, p < 0,01; fragcbes 3 e 4, p

< 0,05; Figura 5B).
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Figura 5: Efeito das fracdes purificadas do extrato de amastigotas de Leishmania
amazonensis (ELa) em modelo murino de leishmaniose tegumentar. Cada animal (grupos de 6
BALB/c) recebeu trés inje¢gdes quinzenais contendo o ELa ou as fragdes purificadas do extrato
total. Simultaneamente, os animais do gru?o controle receberam injegdes contendo PBS. Uma
semana apos o inicio dos tratamentos, 10° promastigotas de L. braziliensis, obtidas de cultura
em fase estacionaria, foram inoculadas em uma das patas traseiras dos animais. A,
monitoramento do desenvolvimento do tamanho das lesdes cutédneas nos animais tratados
com PBS, 20 ug de ELa, 9 ug da fragéo 1, 6 pug da fragéo 2, 10 ug da fragdo 3 ou 5 ug da
fracdo 4. Cada ponto representa a mediana do grupo de animais e as barras verticais
representam o intervalo entre o 10° e o 90° percentis. B, carga parasitaria (cinco semanas
apos a infecgao) nas patas dos animais tratados com PBS, ELa, fragcéo 1, fragdo 2, fragdo 3 ou
fragado 4, determinada por diluigdo limitante. Cada ponto representa o resultado obtido de um
animal individualmente; as linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; *, p <
0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001.
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6.6 Efeitos do ELa sobre macréfagos peritoneais de BALB/c
6.6.1 Modulagao da producgao basal de citocinas e nitrito pelo ELa

Quando macrofagos peritoneais de BALB/c foram tratados durante 42 horas
com o ELa (500 pg.mL™"), apenas a producdo de TNF-a (Figura 6A) foi suprimida (p
< 0,01). As produgdes basais das demais citocinas analisadas (IL-12p70, IL-6 e IL-

10) (Figura 6B, 6C e 6D) e de NO (Figura 7) ndo foram afetadas pelo tratamento.
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Figura 6: Producdo de citocinas em macréfagos tratados com o extrato de amastigotas de
Leishmania amazonensis (ELa). 10° macréfagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c
normais foram cultivados durante 42 horas na auséncia (Meio) ou na presenca de ELa (500 pg.mL"
'). As concentracdes de TNF-a (A), IL-12p70 (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) nos sobrenadantes das culturas
de macrofagos foram determinadas por ELISA, como descrito no Materiais e Métodos. Os dados séo
representativos de trés experimentos independentes. As linhas horizontais representam as medianas
de cada grupo; os boxes representam os percentis 25° - 75° as linhas verticais representam os

percentis 10° - 90°. **, p < 0,01; ns, nao significativo.
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Figura 7: Produgdo de o6xido nitrico (NO) em macréfagos tratados com o extrato de amastigotas
Leishmania amazonensis (ELa). 10° macréfagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c
normais foram cultivados durante 42 horas na auséncia (Meio) ou na presenca de ELa (500 pug.mL"
"). A producao de NO foi determinada indiretamente pela quantificacdo de nitrito nos sobrenadantes
de culturas de macrofagos através da reagdo de Griess, detalhado em Materiais e Métodos. Os
dados sédo representativos de trés experimentos independentes. As linhas horizontais representam
as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentis 25° - 75° as linhas verticais
representam os percentis 10° - 90°. ns, n&o significativo.

6.6.2 Modulagdo da produgao de citocinas e nitrito pelo ELa em

macrofagos ativados por LPS

Em células estimuladas por LPS e simultaneamente tratadas com concentracdes
crescentes do ELa, de modo geral, apos 42 horas, os tratamentos com altas
concentragées do ELa (100 pg.mL” ou 500 pug.mL™) foram capazes de inibir
significativamente a produgao das citocinas inflamatoérias avaliadas (TNF-a, IL-12p70

e IL-6) (Figura 8A, 8B e 8C) e de NO (Figura 9). De maneira oposta, os tratamentos
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com as maiores concentracbes do ELa aumentaram a producdo de IL-10, apéds

ativacao por LPS (Figura 8D).
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Figura 9: Modulag&o da produgéo de 6xido nitrico (NO) pelo extrato de amastigotas de Leishmania
amazonensis (ELa) em macrofagos ativados por lipopolissacarideo bacteriano (LPS). 10° macrofagos
peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram ativados por LPS (1000 ng.mL")
simultaneamente tratados com concentragdes crescentes do ELa (1 ug.mL™", 10 pg.mL™, 100 pg.mL1
ou 500 pg.mL'1), durante 42 horas. A produgdo de NO foi determinada indiretamente pela
quantificagdo de nitrito nos sobrenadantes de culturas de macréfagos através da reagdo de Griess,
detalhado em Materiais e Métodos. Os dados sdo representativos de experimentos independentes.
As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentis
25° - 75°; as linhas verticais representam os percentis 10° - 90°. *, p < 0,05 ***, p < 0,001.

6.7 Atividades das fragdes purificadas do ELa em macréfagos ativados

por LPS

Quando as fragbes purificadas do ELa foram testadas in vitro para a
identificacdo das moléculas de L. amazonensis responsaveis pela supressado da
producdo de citocinas pré-inflamatoérias e do NO e pelo aumento da produgéo de IL-
10 em macréfagos ativados por LPS, a fracdo 3 foi capaz de suprimir
significativamente (p < 0,05) a producédo de TNF-a (Figura 10A). As demais fracbes
(fragdes 1, 2 e 4) ndo alteraram o padrao de produgéo de citocinas em macrofagos
ativados por LPS (Figura 10A a 10D). Surpreendentemente, a fragdo 4 aumentou

significativamente a produgdo de NO (p < 0,001). As demais fragdes nao foram
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capazes de modular a producdo de NO em macréfagos ativados (Figura 11). A
fracdo efluente da coluna (isto é, que ndao se prendeu a mesma) nao teve efeito

sobre a produgéao de citocinas e NO (dados ndo mostrados).
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Figura 10: Modulagéo da producéo de citocinas pelas fragdes purificadas do extrato de amastigotas
de Leishmania amazonensis (ELa) em macrofagos ativados por lipopolissacarideo bacteriano (LPS).
10° macrofagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram ativados por LPS
(1000 ng.mL'1) e simultaneamente tratados com 500 ug.mL'1 do ELa ou com 100 ug.mL'1 das fragbes
1, 2, 3 ou 4, durante 42 horas. As concentragdes de TNF-a (A), IL-12p70 (B), IL-6 (C) e IL-10 (D) nos
sobrenadantes das culturas de macréfagos foram determinadas por ELISA, como descrito em
Materiais e Métodos. Os dados sao representativos de dois experimentos independentes; As linhas
horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentis 25° - 75°;
as linhas verticais representam os percentis 10° - 90°. *, p < 0,05; **, p < 0,01.
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Figura 11: Modulagdo da produgédo de 6xido nitrico (NO) pelas fragbes purificadas do extrato de
amastigotas de Leishmania amazonensis (ELa) em macréfagos ativados por lipopolissacarideo
bacteriano (LPS). 10° macréfagos peritoneais residentes de camundongos BALB/c normais foram
ativados por LPS (1000 ng.mL'1) e simultaneamente tratados com 500 ug.mL'1 do ELa ou com 100
ug.mL'1 das fragdes 1, 2, 3 ou 4, durante 42 horas. A producado de NO foi determinada indiretamente
pela quantificagdo de nitrito nos sobrenadantes das culturas de macrofagos através da reagédo de
Griess, detalhado em Materiais e Métodos. Dados representativos de 2 experimentos independentes.
As linhas horizontais representam as medianas de cada grupo; os boxes representam os percentis
25° - 75°; as linhas verticais representam os percentis 10° - 90°. **, p < 0,01.
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7. DISCUSSAO

Em trabalho prévio, realizado por Silva e colaboradores (submetido para
publicacéo), foi observado que o tratamento com ELa, e ndo com ELb, é capaz de
aumentar a suscetibilidade de camundongos BALB/c a infecgao por L. braziliensis.
Interessantemente, a adicdo de inibidores de proteases ao ELa diminuiu a sua
capacidade de agravar a infec¢do. Esses dados estdo de acordo com a observagao
recente de que a imunizagdo de camundongos BALB/c com serino-proteases
purificadas do extrato de L. amazonensis promove o aumento da suscetibilidade a
infeccdo homodloga (DE MATOS-GUEDES et al., 2010). Além das serino-proteases,
foi mostrado que cepas mutantes de L. mexicana, que nao expressam a CPB, tém a
viruléncia reduzida em relagao aos parasitos que produzem essa cisteino-protease
normalmente (ALEXANDER et al., 1998).

Para avaliar a expressao diferencial de proteases em amastigotas de L.
amazonensis e de L. braziliensis, as proteinas dos extratos totais dos parasitos
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de uma
matriz de colageno (gelatina), o que possibilitou a detecgado de bandas com atividade
proteolitica. Foram detectadas no ELa quatro proteases com atividade gelatinolitica,
com massas moleculares aproximadas de 115 kDa, 68 kDa, 63 kDa e 28 kDa
(Figura 1).

Apesar da necessidade da realizagao de experimentos adicionais, é provavel
que as enzimas detectadas no ELa ja tenham sido identificadas em estudos prévios,
porém as fungbes da maioria delas continuam desconhecidas. Silva-Lopez e
colaboradores (2004) e Choudhury e colaboradores (2009) isolaram um fator

excretorio de L. amazonensis e L. donovani, com massa molecular de 115 kDa,
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sensivel a acado de inibidores de serino-proteases. Morgado-Diaz e colaboradores
(1998) identificaram uma serino-protease de L. amazonensis com massa molecular
aparente de 68 kDa. No entanto, até o momento, nenhum estudo foi conduzido para
determinar os papéis dessas proteases na relagcao parasito-hospedeiro. A protease
com 28 kDa, detectada exclusivamente no extrato de L. amazonensis, tem a mesma
massa aparente da cisteino-protease CPB, encontrada em abundancia nas formas
amastigotas das espécies do complexo L. mexicana e envolvida na supressado da
reposta Th1 (MOTTRAM et al., 1997). Aparentemente, a unica protease detectada
no extrato de L. braziliensis (63 kDa) também pode ser visualizada no extrato de L.
amazonensis. Essas bandas encontradas nas duas espécies podem representar a
gp63 (glicoproteina de 63 kDa ou leishmaniolisina), que é uma metalo-protease
encontrada em todas as espécies de Leishmania identificadas até o momento (AZIZI
et al., 2009; YAO et al., 2003). Como amplamente descrito, a gp63 atua em diversos
processos do ciclo de vida do parasito (MCGWIRE et al., 2003; GARCIA et al., 1997;
BRITTINGHAM et al., 1995; HEY et al., 1994).

Recentemente, foi demonstrado que cepas virulentas de L. braziliensis
expressam quantidades maiores de CPB do que as cepas néao virulentas da mesma
espécie (LIMA et al., 2009). O fato de detectarmos uma molécula com massa similar
a CPB no ELa, e ndo no ELb, juntamente com os dados produzidos por Lima e
colaboradores (2009), suportam a ideia de que a imunizagdo de BALB/c com
proteases de L. amazonensis é capaz de agravar a infecgdo causada por uma cepa
nao virulenta de L. braziliensis.

Para a identificagdo dos fatores de L. amazonensis envolvidos no
agravamento da doengca em modelo murino de leishmaniose tegumentar (SILVA et

al., 2010), o conteudo do ELa foi fracionado por cromatografia liquida em coluna de
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troca anibnica. O processo mostrou-se reprodutivel, visto que os cinco
procedimentos independentes de purificacdo apresentaram resultados muito
semelhantes entre si, como determinado pela quantidade e qualidade de proteinas
nas fragdes obtidas (dados n&o mostrados). A analise zimografica das fragoes
mostrou que, aparentemente, todas as proteases detectadas no ELa foram
recuperadas apos a cromatografia. Interessantemente, apdés o fracionamento do
ELa, uma banda com massa aparente de 37 kDa, ndo observada no extrato total, foi
detectada em duas fracdes cromatograficas adjacentes (A17 e A18). Essa nova
zona de protedlise pode resultar da agdo do produto da clivagem de uma protease
com maior massa molecular ou pode ser resultante da atividade de uma protease
que é inibida por moléculas presentes no extrato total, porém ausentes nas fragdes
A17 e A18.

Apos as andlises em gel (estimativa de massa molecular e avaliagdo de
atividade enzimatica), as fracdbes do ELa foram reunidas em quatro grupos
principais, levando-se em conta as similaridades de padrdes proteicos e as
atividades proteoliticas compartilhadas. Todas as proteases de L. amazonensis
foram agrupadas nas fragdes 3 e/ou 4 (Figura 4).

Os dados obtidos por Silva e colaboradores (submetido para publicagéo)
foram reproduzidos no presente trabalho, ja que o tratamento com o extrato total de
L. amazonensis aumentou significativamente a suscetibilidade de camundongos
BALB/c a infeccao por L. braziliensis. Com excecao da fragcdo 1, todas as outras
fragbes (fragcbes 2, 3 e 4), foram capazes, assim como o extrato total, de agravar
significativamente a doenga causada por L. braziliensis. Portanto, o fator
responsavel pela exacerbagcédo da infeccdo esta contido nas fragdes 2, 3 e 4 ou

existem dois ou mais fatores distribuidos nessas fragdes. Em face as diferengas nas
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composicoes de proteinas/proteases encontradas entre as fragcbes 2, 3 e 4, a
segunda proposicdo € a mais provavel. Corroborando essa hipotese, o efeito
agravante do extrato de L. amazonensis no sistema de infeccéo por L. amazonensis
(homologo) (DE MATOS GUEDES et al., 2010; PINHEIRO et al., 2007; PINHEIRO et
al., 2005) ou por L. braziliensis (heterélogo) (SILVA et al., submetido para
publicagdo) foi atribuido a diversos fatores, como cisteino-proteases, serino-
proteases, LPG, além de outras moléculas (hidro)soluveis ainda desconhecidas. Ao
analisar a composi¢cao molecular das fragdes utilizadas in vivo, é possivel observar
que: (i) a fracdo 2 nao apresenta proteinas com atividade gelatinolitica, contudo,
contém duas proteinas de baixo peso molecular (21 kDa a 14 kDa), que podem estar
envolvidas no fendmeno de agravamento da infec¢éao; (ii) além de apresentar grande
diversidade proteica, a fragcdo 3 apresenta todas as proteases do ELa e é a unica
que contém uma protease de 68 kDa, possivelmente uma serino-protease envolvida
no agravamento da infeccdo de camundongos BALB/c por L. amazonensis (DE
MATOS GUEDES et al., 2010); (iii) a analise zimografica da fracdo 4 evidenciou a
presenga, em alta concentracdo, de uma protease com a mesma massa aparente
(28 kDa) da cisteino-protease CPB, que esta envolvida na supressao da imunidade
protetora contra Leishmania. Procedimentos de purificagcdo e identificacdo das
proteinas presentes nas fragdes ativas ja estdo sendo conduzidos em nosso
laboratdrio.

Os nossos resultados mostraram que o tratamento in vitro com o ELa foi
capaz de suprimir a produgao basal de TNF-a em macréfagos. Porém, o ELa n&o foi
capaz de alterar as produgdes basais das demais citocinas analisadas (IL-12p70, IL-
6 e IL-10) e do NO. Apesar de nao observamos redugao da produgao basal de NO in

vitro, ha evidéncias de que in vivo, na presenga de fatores como IFN-y, o TNF-a é
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crucial para a produgao de NO, o que torna os macrofagos capazes de destruir a
Leishmania (FONSECA et al., 2003; CARRERA et al., 1996). Outras evidéncias
sugerem que camundongos resistentes a infeccdo por L. major, quando tratados
com anticorpos anti-TNF-a, desenvolvem lesbes mais extensas e aumento da carga
parasitaria (DE KOSSODO et al., 1994; LIEW et al., 1990). Portanto, a supresséo da
produgdo de TNF-a em macréfagos por moléculas de L. amazonensis pode estar
envolvida no agravamento da leishmaniose tegumentar, descrito por Silva e
colaboradores (submetido para publicagao).

A ativacado de macrofagos por citocinas associadas as respostas inflamatérias
ou por produtos de origem microbiana, como o LPS, resultam na inducgéao e liberagao
de diversos fatores envolvidos no desenvolvimento da imunidade contra patégenos
intracelulares. Em macréfagos, o LPS estimula a ativagdo simultanea de
MAPK/ERK, JNK e NFkB (FENG et al., 1999). Esses fatores tém papéis diferenciais
na regulacao da expressao de genes que codificam uma série de citocinas, como a
IL-12 (GRISCAVAGE et al., 1996; MURPHY et al., 1995) e a IL-10 (YANG et al.,
2009), além de regularem a expressao da iNOS (XIE et al.,, 1994). Cameron e
colaboradores (2004) mostraram que L. mexicana é capaz de degradar MAPK/ERK
e NF-kB, indicando que a Leishmania pode promover uma supressao generalizada
da resposta inflamatéria. Nossos achados corroboram esses dados, ja que, apés a
ativacdo dos macrofagos com LPS, o ELa foi capaz de suprimir globalmente a
produgao de citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-12p70 e IL-6, e NO.

A supressao de TNF-a, como discutido acima, pode ter sérias implicagdes
para o agravamento da doenga, ja que ele é crucial para a expressao da iNOS e,
portanto, esta envolvido indiretamente na inducdo do estado de ativacdo do

macréfago. Apds a ativagdo dos macréfagos, o ELa também foi capaz de inibir a
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producao de NO. Moléculas de L. major, como GIPLs (glicoinositolfosfolipidios) e
LPG sao capazes de inibir a sintese de NO em macréfagos, facilitando a
sobrevivéncia do parasito dentro dos fagolisosomos das células fagociticas
(PROUDFOQT et al., 1996, 1995).

A IL-6 é uma citocina produzida por uma grande variedade de células,
inclusive por macrofagos. Diversas evidéncias indicam que a IL-6 promove a
diferenciacdo de células Th2 e inibe a diferenciagdo de células Th1 (DIEHL &
RINCON, 2002). Estudos prévios mostraram que o pré-tratamento de macrofagos
humanos in vitro com IL-6 inibe a capacidade leishmanicida dessas células, apos a
ativacao por IFN-y e TNF-a (HATZIGEORGIOU et al., 1993). A IL-6 também é capaz
de inibir a expressao de receptores de membrana para TNF-a (BERMUDEZ et al.,
1992). Castellucci e colaboradores (2006) observaram o aumento do risco de
desenvolvimento da leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM) em pacientes cujos
macrofagos produziam pequenas quantidades de IL-6. Esse estudo evidenciou a
capacidade da IL-6 em bloquear as expressdes de IFN-y e TNF-a, que s&o os
principais fatores causadores do dano tecidual na LCM.

As possiveis implicagbes sobre a capacidade do bloqueio de IL-6 em células
fagociticas pela Leishmania devem ser cuidadosamente avaliadas, uma vez que,
Silva e colaboradores (submetido para publicagdo) mostraram que o tratamento de
camundongos BALB/c com moléculas de L. amazonensis agravou a leishmaniose
cutanea através da promocéao da resposta Th2.

Como mostrado no presente trabalho (Figura 8B) e amplamente descrito na
literatura, moléculas de Leishmania sao capazes de suprimir a produgao de IL-12 em
macrofagos ativados. A CPB e o LPG de Leishmania sao capazes de inibir a

produgcao de IL-12 por dois mecanismos distintos. A translocagdo do NFkB para o
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nucleo, apos a ativagao com LPS, aumenta a transcri¢cao de IL-12 em macréfagos. A
cisteino-protease CPB de Leishmania cliva componentes do NFkB e
consequentemente inibe a transcricdo de IL-12 (CAMERON et al., 2004). Estudos
mostram que o LPG regula a producado de IL-12 independentemente do NF«B
(FENG et al., 1999). O LPG é capaz de ativar ERK, que indiretamente bloqueia a
produgao de IL-12 em macréfagos, possivelmente pela indugdo da producéo de IL-
10. Em macréfagos, a transcrigdo do gene que codifica a IL-10 depende da ativagao
de ERK (YANG et al., 2007).

Diversas evidéncias sugerem que a IL-10 reduz a produgédo de TNF-a e IL-12
em macréfagos ativados (DE WAAL MALEFYT et al., 1991; FIORENTINO et al.,
1991), possibilita o desenvolvimento da resposta Th2 (através do bloqueio da
producdo de IL-12 em células apresentadoras de antigenos) (O'GARRA &
MURPHY, 2009) e inibe a produgdgo de NO em macrofagos ativados por IFN-y
(VIETH et al., 1994; GAZZINELLI et al., 1992). Em humanos, a IL-10 tem papel
agravante na infec¢cado causada por L. braziliensis (SALHI et al., 2008). Em modelos
murinos de leishmanioses cutdanea (CHATELAIN et al., 1999; KANE & MOSSER,
2001) e visceral (MURRAY et al., 2005), a IL-10 contribui para o agravamento da
doenca. As lesbes em camundongos que nao expressam essa interleucina sao
significativamente menores do que as lesbes nos animais que expressam a IL-10
normalmente (BUXBAUM & SCOTT, 2005; KANE & MOSSER, 2001).

Os nossos dados mostram que somente o estimulo com o ELa nao foi
suficiente para induzir a produgao de IL-10 em macréfagos (Figura 6D). A ativagao
por LPS foi requerida para que o ELa fosse capaz de induzir a produgao 6tima dessa
citocina in vitro (Figura 8D). Esse coestimulo pode ser fisiologicamente relevante,

visto que, frequentemente, bactérias sao encontradas em grande numero nas lesées
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cutaneas de pacientes e de animais experimentalmente infectados (EL-ON et al.,
1992). Além disso, foi mostrado que fragmentos de hialuronano, um dos principais
componentes da matriz extracelular, gerados pela destruicdo tecidual, sdo capazes
de ativar a via TLR-4 em células dendriticas (TERMEER et al., 2002). O estimulo
com hialuronano induz a produgdo de IL-10 em macréfagos na presenga de
amastigotas de L. amazonensis opsonizadas (YANG et al., 2009). Adicionalmente,
foi mostrado que a elastase de neutrofilos € capaz de ativar macréfagos através do
TLR-4 (RIBEIRO-GOMES et al., 2007).

A fracdo 3, que aumentou a suscetibilidade de BALB/c a infeccéo por L.
braziliensis, foi capaz de suprimir significativamente a produgdo de TNF-o.em
macrofagos in vitro. Deste modo, a supressao da produgao de TNF-a por moléculas
de Leishmania pode ser um importante fator envolvido no agravamento da infecgao
leishmanidtica, descrito por Silva e colaboradores (submetido para publicagdo).
Outros mecanismos nao avaliados no presente estudo devem participar do
agravamento da infecgado, ja que as fragbes 2 e 4, capazes de alterar o curso da
infeccdo por L. braziliensis in vivo, ndo foram capazes de alterar a produgado de
citocinas em macréfagos. Ao contrario, o tratamento com a fragdo 4 aumentou a
producdo de NO em macréfagos, o que pode implicar no aumento da capacidade
microbicida dessas células. Nenhuma das fracdes, obtidos apds o fracionamento do
ELa em coluna de troca ibnica, foi capaz de suprimir globalmente a produgdo de
citocinas proé-inflamatérias e NO e aumentar a producdo de IL-10, como
demonstrado in vitro pelo ELa, em macrofagos ativados por LPS. A acdo das
moléculas ndo aderidas a coluna (efluente) também foi avaliada, porém, nao foi
detectada atividade em macréfagos ativados in vitro (dados ndo mostrados). Deste

modo, € possivel supor que duas ou mais moléculas presentes no ELa atuam
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sinergicamente alterando as produgdes de citocinas e NO em macrdéfagos ativados.
E provavel que o reagrupamento de todas as fracdes purificadas do ELa reconstitua
a atividade demonstrada pelo extrato total in vitro.

Novos estudos ja estdo sendo conduzidos em nosso laboratorio para avaliar a
atividade das moléculas de L. amazonensis em outros componentes do sistema
imune. A identificacdo e a elucidacao dos mecanismos de acao dos fatores capazes
de agravar a infeccdo por Leishmania podem ser determinantes para o
desenvolvimento de vacinas contra leishmanioses ou, dependendo do grau de
especificidade dos fatores, de estratégias para o combate de patdgenos
intracelulares e/ou para a imunomodulagédo terapéutica de doengas autoimunes e

alérgicas.
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8. CONCLUSOES / SUMARIO DE RESULTADOS

- Os tratamentos de camundongos BALB/c com fragbes distintas de um
extrato de L. amazonensis sdo capazes, assim como o extrato total, de agravar a
doencga causada por L. braziliensis. Em face as diferengas nas composi¢cdes de
moléculas encontradas entre fragbes com efeito biolégico, é provavel que dois ou

mais fatores estejam envolvidos no agravamento da infecgao.

- O ELa por si s6 nao é capaz de induzir a produgéo de IL-10 em macréfagos.
O coestimulo com LPS e ELa é requerido para a producdo dessa citocina in vitro,
levantando a interessante possibilidade que o estimulo do TLR-4 por bactérias
comumente presentes na pele ou por outras moléculas do hospedeiro participe do

desenvolvimento da infecgéo leishmanidtica.

- Os tratamentos in vitro com o ELa ou com uma das fragdes purificadas
suprimem a producdo de TNF-a em macrofagos. Esse fendmeno pode estar

envolvido na exacerbacao da infecgao por L. braziliensis em BALB/c.

- Nenhuma das fragcbes obtidas é capaz de ter o efeito global sobre
macrofagos ativados do ELa (suprimir a produgao de e NO e aumentar a produgao
de IL-10), indicando que duas ou mais moléculas presentes no ELa atuam

sinergicamente exercendo o efeito biolégico sobre macréfagos.

- Duas das fragdes purificadas, apesar de nao alterarem a produgao de

citocinas em macrofagos, nao foram capazes de alterar o curso da infecgao por L.
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braziliensis in vivo. Portanto, é provavel que outros mecanismos ndo avaliados no
presente estudo, independente da acado direta de moléculas da Leishmania sobre

macrofagos, estejam envolvidos no agravamento da infecgéo.
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