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RESUMO

A Leishmaniose € uma doenca que atinge milhdes de pessoas em todo 0 mundo,
sendo endémica em muitas &reas. A doenca pode apresentar diferentes manifestacdes
clinicas, tais como a Leishmaniose Visceral (LV), que é a forma mais grave e letal, caso
ndo seja tratada. As manifestacbes hematologicas sdo comumente associadas a LV,
onde os mecanismos relacionados a hemdlise e a presenca do heme livre, podem
interferir no comportamento de neutrdfilos. J& foi descrito que o heme livre é uma
molécula pré-inflamatéria, com a capacidade de induzir migracdo e ativacdo dos
neutrofilos. No entanto, o efeito do heme sobre neutréfilos humanos durante a infeccao
por Leishmania chagasi, ainda ndo foi explorado. A nossa hipotese € que o heme induz
ativagdo de neutréfilos humanos favorecendo o processo inflamatério na infecgéo por L.
chagasi. Nossos resultados mostraram que o heme induz a ativacdo e apoptose em
neutrofilos humanos infectados com L. chagasi, seguido pela sobrevivéncia do parasita.
Moléculas presentes na composicdo do heme, como a protoporfirina IX (PPIX) e o Fe*?,
ndo alteram o status de ativacdo dos neutréfilos, mas mantém o aumento do crescimento
parasitario como observado em presenca do heme. Além disso, o heme e o Fe*
aumentam a producdo do TGF-p e a atividade da SOD. A inibigdo farmacologica da
enzima SOD com dietilditiocarbamato (DETC) reduz a taxa de proliferacdo da L.
chagasi em neutréfilos infectados. Em conjunto, esses dados indicam que o heme e 0
Fe*? podem contribuir como fonte nutricional e controlar o ambiente inflamatério, com
a inducdo de TGF-B e SOD, permitindo a sobrevivéncia da L. chagasi em neutrofilos
humanos. Esse estudo poderd abrir novas perspectivas para o entendimento dos
mecanismos imunopatogénicos envolvendo neutréfilos e suas implicagdes no processo

inflamatdrio da LV.

Palavras-chaves: 1. Leishmaniose Visceral, 2. Leishmania chagasi; 3. Heme; 4.

Neutrofilo.




ABSTRACT

The Leishmaniasis is a disease that affects millions of people worldwide, being
endemic in many areas. The disease may present different clinical manifestations, such
as Visceral Leishmaniasis (VL), which is the most severe form and fatal if left
untreated. The hematologic manifestations are commonly associated with VL, where the
mechanisms related to hemolysis and the presence of free heme may modify the
behavior of neutrophils. It has been reported that the free heme is a pro-inflammatory
molecule with the ability to induce migration and activation of neutrophils. However,
the effect of the heme on human neutrophils during infection by Leishmania chagasi yet
hasn't been explored. Our hypothesis is that the heme induces activation of human
neutrophils favoring the inflammatory process on the infection by L. chagasi. The
results showed that the heme induces activation and apoptosis in human neutrophils
infected with L. chagasi, followed by parasite survival. Molecules present in the
composition of heme, as protoporfirin IX (PPIX) and Fe*?, do not alter the activation
status of neutrophils, but maintain the increased parasite growth as viewed in the
presence of heme. Furthermore, the heme and Fe*? increase the production of TGF-B
and SOD activity. The pharmacological inhibition of SOD with diethyldithiocarbamate
(DETC) reduces the rate of L. chagasi proliferation in infected neutrophils. Together,
these data indicate that the heme and Fe*? may contribute as a nutritional source and
control the inflammatory environment with the induction of TGF-$ and SOD, allowing
the survival of the L. chagasi in human neutrophils. This study may open new
perspectives for the understanding of the immunopathogenic mechanisms involving

neutrophils and its implications in the inflammatory process of the VL.

Key-words: 1. Visceral Leishmaniasis; 2. Leishmania chagasi; 3. Heme; 4. Neutrophil.




10

INTRODUCAO

Aspectos gerais sobre a Leishmaniose Visceral

A Leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios intracelulares
obrigatorios do género Leishmania (WHO, 2002). A Organizacdo Mundial de Salde
tem classificado a Leishmaniose como uma doenga emergente e negligenciada, e estima
que a infeccdo resulte em 2 milhGes de novos casos por ano. Sdo 88 paises considerados
endémicos, com 12 milhdes de individuos infectados e cerca de 350 milhdes de pessoas
expostas ao risco de contrair a doenga (KEDZIERSKI, 2011).

As Leishmanioses apresentam-se sob diversas manifestac@es clinicas que variam
entre formas: cutanea (LC), mucocutanea (LMC) e visceral (LV) (TULADHAR et al.,
2011). A LV é a forma mais grave, causada principalmente pela infeccdo por
Leishmania donovani e Leishmania infantum (KAYE & AEBISCHER, 2011).

Os sinais e sintomas da LV séo apresentados apds um periodo de incubacéo de 2
a 6 semanas de infeccdo, consistindo de invasdo parasitaria principalmente do baco,
figado e medula 6ssea, associados a esplenomegalia, hepatomegalia, febre e perda de
peso (CHAPPUIS et al., 2007). As manifestacbes hematoldgicas também sdo comuns,
principalmente, a anemia e a neutropenia. A anemia esta associada a um estado
inflamatdrio persistente, aumento da destruicdo periférica dos eritrécitos no baco e, as
vezes, sangramento. A neutropenia (neutr6filos<500/mm?®) aumenta o risco dos
pacientes em apresentar uma infeccdo estabelecida ou oculta (BELIC et al., 2000;
ABDELMOULA et al., 2003). As complicagdes infecciosas e as hemorragias sdo 0s
principais fatores de risco para a morte na LV. A identificacdo precoce da doenca é
fundamental para se reduzir a letalidade por meio de tratamentos adequados
(ANDRADE et al., 1990).

Aproximadamente 90% de todos o0s casos de LV ocorrem na India, Bangladesh,
Nepal, Suddo e Brasil (GUERIN et al., 2002). O Brasil tem a LV distribuida em 21
Unidades Federadas, atingindo as cinco regides brasileiras. Em 2010, a regido Nordeste
representou 47,1% dos casos, seguida pelas regides Norte, Sudeste, Centro-Oeste e Sul.
Os casos registrados sao mais frequentes no sexo masculino (62,2%) e em criangas
menores de 10 anos (46,2%) (MINISTERIODASAUDE, 2011).

No Brasil, o agente etioldgico da LV é a Leishmania chagasi. O genoma das

espécies L. infantum e L. chagasi € idéntico, sendo entdo essa nomenclatura utilizada
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como sinonimia (WHO, 2010). Nessa dissertacdo utilizaremos o termo Leishmania

chagasi para distinguir a espécie aqui trabalhada daquela que ocorre na Europa.
Ciclo biologico da Leishmania sp

A Leishmania é um parasita digenético encontrado na forma promastigota
(flagelada) no trato digestivo do hospedeiro invertebrado (vetores flebotomineos) e na
forma amastigota nos hospedeiros vertebrados (WHO, 2008). A transmissdo natural da
Leishmania ocorre pela picada das fémeas infectadas durante a alimentacdo no repasto
sanguineo, quando esses vetores injetam a saliva juntamente com os parasitas na forma
promastigota no hospedeiro vertebrado. Essas formas flageladas invadem macréfagos
do hospedeiro e transformam-se em formas amastigotas que se replicam no interior
desta célula (Figura 1) (CHAPPUIS et al., 2007).

No flebotomineo @ Fitoomines iz repeso @ Fromssioons s No ser

sanguineo (injeta promastgotas) fagoctadas por Humano

e Divisdo bnana e mqragéo/
para a probdscide

~ <
o Amastgoias ransformam-se em

promas:go'ia ntesino médio
@S

© Ingesizode

Mulsplicacdo de
o amas$goias

celulas parasiadas © Fiesoominio faz o repeso
sanguineo (Ingere amassigoias)

Figura 1. Ciclo bioldgico da Leishmania sp. Fonte: Adaptado de dpd.cdc.gov.

A Leishmania, apesar de ter como célula preferencial o macrofago, também é
capaz de infectar outros tipos celulares como fibroblastos, células dendriticas e
neutréfilos (BOGDAN et al., 2000). Varios grupos tém apontado um papel crucial dos

neutréfilos nos momentos iniciais da infecgdo por Leishmania. Um estudo conduzido
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pelo grupo do David Sacks mostrou por microscopia intravital um intenso recrutamento
de neutrofilos para o local da picada de flebotomineos infectados (PETERS et al.,
2008).

Neutrofilos: Caracteristicas gerais

Os leucocitos polimorfonucleares (PMN) ou neutréfilos sdo as células mais
abundantes no sistema imune inato, sendo as primeiras células recrutadas para o sitio de
infeccdo (FOX et al., 2010). Neutrofilos sdo caracterizados pela presenca de granulos
citoplasmaticos, um nuacleo multilobado e marcadores de superficie especificos
(KENNEDY & DELEO, 2009). Eles sdo gerados em grande nimero na medula éssea e
circulam no sangue durante algumas horas se ndo forem recrutados para um sitio de
inflamacdo (BORREGAARD, 2010).

O tempo de meia-vida curta dos neutréfilos é entre 8-20h e séo
constitutivamente programados para uma morte celular por apoptose, sendo
posteriormente fagocitados por macrofagos. Esse € um mecanismo fundamental para
manter a homeostase do sistema imunolégico (EL KEBIR & FILEP, 2010).

Os neutrofilos formam a primeira linha de defesa contra infeccbes e sua
capacidade de fagocitar e eliminar o patdgeno sdo essenciais para a defesa do organismo
(PHAM, 2008). A atividade microbicida dos neutréfilos envolve migracdo para o sitio
de infeccdo, reconhecimento do patdgeno e fagocitose com eliminacdo do
microrganismo pela combinacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e componentes
citotoxicos dos granulos (BORREGAARD, 2010).

Para chegar ao sitio de infeccdo, os neutrofilos saem da circulacdo periférica
atravessando a parede do endotélio em um processo conhecido como transmigracao.
Esse processo se inicia com a interacdo entre selectinas do endotélio e dos neutréfilos
promovendo o rolamento, seguido de uma firme adesdo dessas células ao endotélio
(KENNEDY & DELEOQO, 2009). Essa adesdo ¢ mediada pela expressdao de [-integrinas
na superficie dos neutréfilos, como CD11b/CD18, que também participam da
transmigracdo. Moléculas quimioatrativas, a exemplo da interleucina-8 (I1L-8), facilitam
0 caminho a ser percorrido pelos neutréfilos durante esse processo (KOBAYASHI,
2008). Uma vez completada a passagem pela parede do endotélio, ao encontrarem com

um patdgeno os neutrofilos ativam seus diversos sistemas antimicrobianos, liberando o
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conteddo dos granulos para o vactolo fagocitico ou para o exterior da célula
(BORREGAARD, 2010).

Os granulos dos neutrofilos sdo reservas de proteinas e peptideos com diversas
funcbes e podem ser classificados de acordo com a sua formacdo na sequéncia de
diferenciacdo granulocitica: granulos primarios (azurofilicos), granulos secundarios
(especificos) e granulos terciarios (gelatinases) (PHAM, 2006).

Os granulos primarios (azurofilicos) sdo os primeiros a serem produzidos e sdo
responsaveis pela maioria da atividade microbicida, contendo a mieloperoxidase
(MPO), as a-defensinas e as serina proteases (FOX et al., 2010). A MPO tem como
atividade catalisar uma reacdo com peroxido de hidrogénio e cloreto para formar o
acido hipocloroso, um potente agente microbicida (DALE et al., 2008). As serina
proteases, como a catepsina-G e a elastase neutrofilica (NE), exibem atividade
proteolitica contra uma variedade de componentes da matriz extracelular, além de
induzir a ativacdo de diversos tipos celulares, a exemplo dos macréfagos e linfocitos
(FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003). Os granulos secundarios (especificos)
possuem lactoferrina (capaz de quelar o ferro e o cobre), lisozimas e proteinas presentes
na membrana plasmatica, incluindo o flavocitocromo b558 do complexo nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH) (SEGAL, 2005). Ja os granulos
terciarios sdo os granulos que contém enzimas gelatinases, como a metaloproteinase-9
(MMP-9), que tem a funcdo de degradar a matriz extracelular durante a transmigracao
dos neutréfilos (FAURSCHOU & BORREGAARD, 2003).

Além das enzimas presentes nos granulos, os neutrofilos podem controlar
infeccOes patogénicas ativando sua resposta oxidativa. A fagocitose de microrganismos
ativa a formacdo do complexo NADPH oxidase na membrana do fagolisossomo. Esse
sistema gera a producdo do anion superoxido (O;’), bem como outras ROS, os quais sdo
conhecidos como importantes agentes microbicidas (FOX et al., 2010).

Foi descrito também outro mecanismo de morte de patégenos em neutrofilos,
denominado de “Neutrophils Extracelular Traps — NET” (BRINKMANN et al., 2004).
Os neutrdfilos estimulados liberam histonas de DNA, proteinas e enzimas dos granulos
que juntos formam uma rede de fibras extracelular capaz de imobilizar e matar
patogenos (KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013). As “NETs” foram encontradas in
vivo em infecgbes como apendicite em seres humanos e Shigella em coelhos
(BRINKMANN et al., 2004). Também j& foi demonstrado a presenca das NETs durante
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a infeccdo por Leishmania (GUIMARAES-COSTA et al., 2009; GABRIEL et al.,
2010).

Neutroéfilos e infecgdo por Leishmania sp

Os neutrdfilos desempenham um papel ativo no controle da infec¢do pela
Leishmania, fagocitando esses parasitas, produzindo citocinas e mediadores
inflamatorios ou interagindo com macréfagos promovendo infecgdo (APPELBERG,
2007; KOLACZKOWSKA & KUBES, 2013).

Os neutrofilos migram rapidamente para o local de inoculacdo da Leishmania,
onde fagocitam esses parasitas e alguns conseguem sobreviver nessas células. Sendo
assim, neutréfilos podem proporcionar um abrigo temporario para a Leishmania antes
da sua entrada em macrofagos, onde os parasitas serdo replicados (CHARMOY et al.,
2010). Laskay e colaboradores propuseram a hipdtese do “Cavalo de Troia”, onde
neutréfilos apoptéticos infectados por parasitas de Leishmania major seriam
silenciosamente fagocitados por macréfagos (LASKAY et al., 2003). Em recente estudo
do nosso grupo, foi observado que a saliva do inseto vetor da L. chagasi promove
apoptose de neutréfilos possibilitando um ambiente anti-inflamatério favoravel ao
crescimento do parasita associado a inducdo de PGE; e inibicdo de ROS (PRATES et
al., 2011).

Além de serem recrutados para o sitio de infeccdo, os neutréfilos tém um efeito
direto na morte do parasita e na resposta imune protetora. Trabalhos in vivo mostraram
que a deplecdo de neutrofilos durante a infeccdo por diferentes espécies de Leishmania,
como por L. major (LIMA et al., 1998), L. donovani (MCFARLANE et al., 2008) e
Leishmania braziliensis (NOVAIS et al., 2009), resultou em aumento da carga
parasitaria. Ainda foi visto que os neutrdfilos sdo capazes de fagocitar e destruir
promastigotas de L. infantum, contribuindo para o controle inicial do crescimento
parasitario em camundongos BALB/c (ROUSSEAU et al., 2001).

Na infeccdo inicial por Leishmania amazonensis, neutrofilos podem colaborar
com o controle da carga parasitéria através da liberagdo das NETS, devido ao seu efeito
toxico para o parasita (GUIMARAES-COSTA et al., 2009). Foi descrito para a infeccéo
por L. donovani, que apesar das NETs ndo terem atividade microbicida sobre essa
especie, provavelmente ajudam na contencdo de formas promastigotas no local da

inoculagdo, facilitando a fagocitose por macrofagos (GABRIEL et al., 2010).
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Os neutrofilos também se mostram importantes em fases mais tardias da doenca,
encontrados em lesfes de pacientes com Leishmaniose Cutanea, eliminando formas
amastigotas por meio da fagocitose (DABOUL, 2010). Em estudos realizados com
neutrofilos humanos, Laufs e colaboradores demonstraram que a fagocitose de L. major
por neutrofilos apds opsonizacdo resultou em morte do parasita via ativacdo dessas
células (LAUFS et al., 2002). Além disso, neutréfilos humanos também foram capazes
de matar a L. donovani através de mecanismos oxidativos (PEARSON &
STEIGBIGEL, 1981).

Em se tratando de infeccBes por L. donovani ou L. infantum (chagasi) nos
estudos de LV, a ativacdo de neutrofilos pode ser deflagrada pelos distlrbios
hemoliticos, caracteristicos da doenca, possivelmente pela presenca do heme livre.
Diversos estudos observaram que o heme altera o status de ativacdo de neutréfilos, no

entanto, o efeito desta relacdo na infec¢do por Leishmania ainda ndo foi explorado.

O grupamento heme

O heme é uma molécula composta por um atomo de ferro central ligado a quatro
grupos porfirinicos (ferro protoporfirina 1X), essencial para organismos aerébicos. A
estrutura do heme possui 3 variagbes, a, b, c, que se diferenciam por pequenas
modificacdes quimicas, sendo 0 heme b a variante mais comum em mamiferos (Figura
2) (SEVERANCE & HAMZA, 2009).

CH; CH; -

CH; CH, LH; CH;
C=0 I:f\':ﬂ (E:D ':;:=D
OH OH OH OH
heme a heme c

Figura 2. Estrutura quimica de formas variantes do heme. Fonte: SEVERANCE &
HAMZA, 20009.
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O heme é vital para diversos processos biologicos, funcionando como grupo
prostético para proteinas envolvidas no transporte de oxigénio, respiracdo mitocondrial,
metabolismo de drogas, biossintese de esteroides, defesas celulares antioxidantes e
processos de transducdo de sinais (RYTER & TYRRELL, 2000). A fungdo do grupo
prostético heme é determinada pelas propriedades do polipeptidio ao qual esta ligado
(PAOLI et al., 2002). Por exemplo, na hemoglobina e mioglobina, o heme € usado para
0 transporte e armazenamento de oxigénio, enquanto que no citocromo c € envolvido no
transporte de elétrons, geracdo de energia e transformacdo quimica, ja em catalases e
peroxidases, a funcdo do heme esta associado a inativacdo ou ativacdo do perdxido de
hidrogénio (H,0O;), respectivamente (WAGENER et al., 2003b).

O requerimento de heme varia significativamente em diferentes células e
tecidos. A taxa mais rapida da sintese do heme ocorre nos eritrocitos da medula 6ssea
(75% do total de heme do corpo) e nos hepatdcitos do figado (AJIOKA et al., 2006). A
sintese do heme ocorre a partir de 8 reacdes enzimaticas na mitocdndria e parcialmente
no citoplasma, iniciadas a partir de glicina e succinil-CoA (Figura 3). O heme recém-
sintetizado € entdo incorporado em heme-proteinas ou degradado (LARSEN et al.,
2012).

mitochondrion

-
—
_____
-

Glycine 6
+ T 7
Succinyl CoA )
t ; Protoporphyrinogen 1X
S-aminolevulinic acid T

-aminolevulinic acid coproporphyrinogen 111

5 ts

hydroxymethylbilane

uroporphyrinogen I1I
3
cytoplasm  vohobilinogen

4

Figura 3. Sintese do heme. Fonte: Adaptado de WAGENER et al., 2003b.



17

Em contraste aos seus efeitos benéficos, em condicOes patoldgicas, o heme pode
ser liberado em quantidades excessivas pelas heme-proteinas (PAE & CHUNG, 2009).
O heme livre, sendo bastante hidrofébico, se intercala rapidamente nas membranas
celulares e aumenta a susceptibilidade celular para morte oxidativa e geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Ele também pode catalisar a oxidagdo de
lipoproteinas de baixa densidade, gerando produtos toxicos ao endotélio (BELCHER et
al., 2010).

O 4atomo de Fe*? no centro do anel porfirinico IX pode atuar como um reator de
Fenton para produzir radicais hidroxilas, altamente toxicos, derivados do peroxido de
hidrogénio (H,0,), que causam danos a lipidios, proteinas e ao DNA (GOZZELINO et
al., 2010).

O heme livre também é capaz de induzir ativacdo e migracdo leucocitéria,
através da modulacdo de moléculas de adeséo e inducdo de citocinas (WAGENER et
al., 2003a). Foi demonstrado que o heme induz a producgdo de mediadores inflamatorios
em macrofagos (SOARES et al., 2009) e estimula a migracdo e producdo de ROS em
neutrofilos, desempenhando um papel importante no desenvolvimento da inflamacao
(GRACA-SOUZA et al., 2002).

A inflamacdo induzida pelo heme estd envolvida na patogénese de diversas
doencas, como aterosclerose, vasculites, falha renal, reumatismo, rejei¢éo de transplante
e doencas autoimunes (WAGENER et al., 2003b). No contexto de infec¢cdes por
microrganismos, um estudo indica o envolvimento do heme na patogénese da malaria
cerebral afetando a integridade da barreira hemato-encefélica, causando
neuroinflamacdo (PAMPLONA et al., 2007). Os pacientes com malaria grave
apresentam maiores niveis de heme e a inflamacéo, possivelmente, é decorrente de uma
relacdo positiva entre SOD-1 e TNF-a e redugdo dos niveis de PGE; e TGF-f no plasma
(ANDRADE et al., 2010).

Entretanto, existem mecanismos citoprotetores para prevenir ou minimizar os
efeitos deletérios do heme. A enzima heme oxigenase (HO) é o unico meio pelo qual
uma célula pode catabolizar heme (OTTERBEIN et al., 2003). A HO cliva o anel de
protoporfirina IX do heme, produzindo biliverdina, monédxido de carbono e ferro. A
biliverdina é convertida em bilirrubina pela acdo da biliverdina redutase e o ferro livre é
sequestrado pela ferritina. Ainda ha proteinas extracelulares, como a haptoglobina,
albumina, a- microglobulina e a hemopexina, que contribuem para 0 metabolismo do

heme, retirando-o da circulacdo para ser degrado via HO-1 e HO-2 (LARSEN et al.,
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2012). A haptoglobina forma complexos solGveis com os dimeros de hemoglobina, que
se ligam ao receptor CD163 na superficie de macrofagos sendo endocitados
(WAGENER et al., 2003b). J& a hemopexina liga-se ao heme livre com alta afinidade e
esses complexos sdo internalizados pelo receptor CD91 principalmente em hepatdcitos
(GOZZELINO et al., 2010).

A forma induzivel, HO-1, tem desempenhado um papel relevante nas infec¢des
parasitarias. Na infeccdo por Plasmodium a expressdo da HO-1 suprime os efeitos
pré-oxidativos do heme livre limitando a gravidade da malaria (SEIXAS et al., 2009).
Durante a infeccdo por Trypanossoma cruzi em camundongos C57BL/6 a inducgdo de
HO-1 reduz a carga parasitaria no sangue e nos tecidos desses animais, sendo obtido
resultado similar para a inducdo de HO-1 in vitro em macrofagos infectados com
T. cruzi (PAIVA et al., 2012).

Relacionando a inducdo de HO-1 a infeccdo por Leishmania, Pham e
colaboradores em 2005 observaram que amastigotas de Leishmania pifanoi inviabilizam
a formacdo do complexo NADPH (uma enzima que contém grupamento heme) no
vacuolo parasitéforo via ativacdo da enzima HO-1, o que resulta na degradacdo do
heme. Isso impede a formacdo do polipeptidio intermedidrio que compde a enzima
NADPH oxidase, como uma estratégia para evitar a producdo de ROS (PHAM et al.,
2005). Em dados recentes publicados pelo nosso grupo, foi visto que a inducdo da
enzima HO-1 favorece a replicacdo e a infeccdo por L. chagasi em macro6fagos humanos
e murinos, com a reducdo de importantes mecanismos leishmanicidas nessas células.
Vimos também que no soro de pacientes com LV ha maiores niveis de HO-1 (LUZ et
al., 2012) e de heme total (dados ndo publicados) quando comparados ao soro de
individuos assintomaticos.

Pouco se conhece sobre o efeito do heme e da sua degradacdo pela enzima
HO-1 nas infeccOes por parasitas do género Leishmania, principalmente envolvendo
outros tipos celulares que sdo importantes durante o curso da doenga, como 0s

neutrofilos.
Relacdo entre heme e neutroéfilos
Uma caracteristica do processo inflamatdrio € o recrutamento de leucdécitos dos

vasos para os tecidos, onde o heme parece ter envolvimento induzindo a expresséo de

moléculas de adesdo em células endoteliais; aumentando a permeabilidade celular;
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aumentando a expressdo de quimiocinas e induzindo a migracdo de leucdcitos,
especialmente os neutréfilos (WAGENER et al., 2003a).

O heme é uma molécula pro-inflamatoria, capaz de induzir a migracdo de
neutrofilos tanto in vivo quanto in vitro (GRACA-SOUZA et al., 2002). Dados da
literatura mostraram que esta migracdo é dependente da producdo de leucotrieno By
(LTB4), quimioatrativo de leucocitos, por macrofagos (MONTEIRO et al., 2011).
Entretanto, o tratamento com os metabolitos da enzima HO reduz o recrutamento de
neutrofilos para o endotélio, devido a diminuicdo de moléculas de adesao intercelular do
tipo I (ICAM)-1 e R2-integrina, importantes durante esse processo (FREITAS et al.,
2006; DAL-SECCO et al., 2010).

A interagdo do heme com neutréfilos humanos além da migracdo, ativa a
producdo de ROS e foi proposto que ambas atividades sdo mediadas por um receptor
acoplado a proteina Go; (PORTO et al., 2007).

A apoptose de neutrofilos e subsequente remocdo por fagdcitos sdo
fundamentais para a resolucdo da inflamacgdo (SAVILL, 1997). Em estudos realizados
com neutréfilos humanos, Arruda e colaboradores demonstraram que o0 heme retarda a
apoptose dessas células in vitro. Um dos mecanismos consiste em degradar proteinas
pro-apoptoticas da familia Bcl-2, induzindo a sintese de proteinas anti-apoptoticas,
reforcando a sinalizagdo para manter a integridade mitocondrial (ARRUDA et al.,
2006). Desse modo, 0 aumento da sobrevida de neutrdfilos favorece a persisténcia da
inflamacéo.

A inflamacdo induzida pelo heme é observada em doengas com hemolise
aumentada ou dano celular extensivo. A acumulacdo de grandes quantidades de heme-
proteinas ou heme livre, como em um coagulo de sangue ou ap0s a deposicao vascular,
exaure a capacidade dos mecanismos de defesa contra o heme livre (FIGUEIREDO et
al., 2007).

O heme livre pode atuar como catalisador pré-oxidante através da quimica de
Fenton, o que poderia exacerbar uma lesdo tecidual oxidativa por neutréfilos (SOARES
et al., 2009). A inducgdo farmacoldgica da enzima que degrada o heme, HO-1, modula a
ativagdo de subunidades que compdem a enzima NADPH oxidase, diminuindo a
producdo de ROS por neutrofilos, limitando a lesdo tecidual no intestino (LI et al.,
2008). Esse achado corrobora com os dados de que esta enzima exibe propriedades

opostas ao do heme, como anti-inflamatéria e antioxidante (EXNER et al., 2004).
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Em um modelo de fibrose cistica pulmonar, a elastase neutrofilica foi a protease
responsavel pela degradacdo da hemoglobina, liberando heme. Um dos efeitos do heme
foi a producédo de IL-8, reforcando desta maneira o papel de neutréfilos na inflamacao
do pulméo (COSGROVE et al., 2011).

Neutrofilos do sangue de pacientes com doenca falciforme apresentam maior
expressdo da R2-integrina, 0 que propicia aos neutrofilos uma aderéncia com maior
avidez ao endotélio inflamado e facilita a vaso ocluséo pelo recrutamento de hemécias
falciformes (LUM et al., 2004). Nesses pacientes, o heme é oriundo da destruicéo
excessiva de hemacias e hemorragia e pode contribuir para deflagrar mecanismos de
ativacdo de neutréfilos, como a inducdo de moléculas de adesdo para migracao
leucocitaria.

Em relacdo as infeccbes bacterianas, a reducdo de neutréfilos no sitio da
infeccdo é associada a alta mortalidade na sepse grave. Em um modelo classico de sepse
que consiste na perfuracdo e ligacdo do ceco (CLP) foi visto que o pré-tratamento com o
inibidor da HO-1 favorece a ativacdo e migracdo de neutrofilos, aumentando a
sobrevivéncia dos camundongos (FREITAS et al., 2011). Entretanto, no pds-tratamento
da sepse por CLP ha evidéncias que a enzima HO-1 apresenta um efeito protetor por
prevenir o dano tecidual provocado pelo heme liberado da hemoglobina durante a
infeccdo (LARSEN et al., 2010; FREITAS et al., 2011).

No que se refere a patologias parasitarias, poucos estudos exploram a interacéo
do heme e neutrofilos. Recentemente, foi demonstrado para maléaria grave que 0s
neutrdfilos sdo as células que mais expressam HO-1 no sangue periférico e a inducéo do
gene HMOX1 pela presenca do heme, induz a explosdo respiratoria nessas células
(WALTHER et al., 2012). Outro trabalho com maléria mostrou que durante a infeccao
de camundongos BALB/c com Plasmodium vyoelii, o aumento da infiltracdo de
neutrofilos no figado € correlacionada positivamente com o aumento da hemolise e
contribui para o agravamento do dano hepatico com a geracdo de ROS (DEY et al.,
2012).



21

JUSTIFICATIVA

A LV é uma doenca que consiste em uma parasitemia sistémica visceralizante
associada a disturbios hemoliticos (CHAPPUIS et al., 2007). A pancitopenia ¢ bem
caracteristica, agravada principalmente pela anemia e reducdo significativa de
neutréfilos (neutréfilos<500mm?®) (BELIC et al., 2000). A anemia esta relacionada a
degradacdo da hemoglobina e consequente liberacdo de heme. Dados do nosso grupo
mostram que no soro de pacientes com LV ha maiores niveis de HO-1 (LUZ et al.,
2012) e de heme (dados ndo publicados) do que no soro de individuos assintomaticos.
Em relacdo aos neutrofilos, além de serem importantes em tempos iniciais da doenca
(PRATES et al., 2011), a neutropenia em pacientes graves favorece o estabelecimento
de co-infeccbes (ANDRADE et al., 1990).

Sendo assim, a LV parece se encaixar em doencas com alteracdes hematoldgicas
em que a relacdo heme e neutrdfilos contribui para manutengéo da inflamagdo (JENEY
et al., 2002; LARSEN et al., 2012). Entretanto, essa perspectiva da doenca ainda nédo foi
explorada. A partir disso, torna-se relevante entender o envolvimento entre heme e
neutréfilos humanos durante a infeccdo por L. chagasi no contexto do processo
inflamatorio da LV.
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HIPOTESE

O heme induz ativacdo de neutrdfilos humanos favorecendo o processo

inflamatdrio na infeccdo por Leishmania chagasi.

OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar o papel do heme sobre neutréfilos humanos durante a infecgédo por L. chagasi.
Objetivos Especificos

1. Analisar o efeito do heme na atividade inflamatéria de neutrofilos infectados por L.

chagasi;

2. Analisar o envolvimento do heme na apoptose de neutréfilos durante a infeccdo por

L. chagasi;
3. Avaliar o papel do heme na carga parasitaria de neutréfilos infectados por L. chagasi;

4. Comparar o efeito do heme ao da protoporfirina IX (PPIX) e do Fe*? durante a

infeccdo de neutrdfilos por L. chagasi;

5. Avaliar o papel do heme em resposta a producdo de moléculas anti-inflamatorias e

antioxidantes durante a infeccdo de neutrdfilos por L. chagasi.



DESENHO EXPERIMENTAL

AVALIACAO DOS MEDIADORES

Sangue de doadores sadios

Separacgado de neutréfilos do sangue

Plagueamento dos neutroéfilos
(5x10°/poco)

Aplicacao dos estimulos

Meio
LSH (1:5)

LSH+Heme 30uM

Meio
LSH (1:5)
LSH+Heme 30uM
LSH+PPIX 30uM

Heme 30uM LSH+Fe*? 100uM
v \ 4
MMP-9 MPO
ROS NE
LTBas TGF-B
Atividade da SOD
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AVALIACAO DA SOBREVIDA E DA CARGA PARASITARIA

Sangue de doadores sadios

Separacdo de neutréfilos do sangue

Plagueamento dos neutroéfilos
(5x10°/poco)

Aplicacao dos estimulos

Meio LSH (1:5) LSH (1:5)
LSH (1:5) LSH+Heme 30uM LSH+Heme 30uM +DETC
LSH+Heme 30uM LSH+PPIX 30uM LSH+PPIX 30uM 10uM
Heme 30uM LSH+Fe*? 100pM LSH+Fe*? 100uM
A 4 \ 4 \ 4 A 4
Citometria de Fluxo Contagem por Contagem de
(Anexina-V x 7AAD) microscopia 6ptica parasitas viadveis

liberados em meio
Schneider




25

MATERIAIS E METODOS

Obtencdo de neutrdfilos humanos: Sangue humano foi obtido de voluntarios do
Hemocentro do Estado da Bahia (HEMOBA). Neutr6filos humanos foram isolados
segundo protocolo adaptado de Afonso e colaboradores (AFONSO et al., 2008).
Brevemente, o sangue coletado passou por um gradiente com o meio de separacdo de
polimorfonucleares (PMN) conforme instru¢cbes do fabricante (Axis-ShieldPoc AS,
Oslo, Norway). O sangue foi centrifugado por 30 minutos a 1300 RPM em temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo, duas bandas foram detectaveis: a primeira constituida
de células mononucleares e a segunda banda enriquecida por PMN, caracteristicamente
neutrofilos (aproximadamente 94% de pureza). Em seguida, os neutrofilos foram
coletados e lavados trés vezes com salina a 4°C por 10 minutos a 1300 RPM. Os
neutréfilos entdo foram plagueados na quantidade de 5x10° por pogo, em placas de 96
pocos, com meio RPMI 1640 (Gibco, Carsbad, CA, USA) suplementado com 1% de
Nutridoma-SP e 1% de L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) e estreptomicina
(100 pg/ml).

Cultura de Leishmania chagasi: Promastigotas de Leishmania chagasi
(MCAN/BR/89/BA262) foram cultivadas em meio Schneider (Sigma, St. Louis, MO)
suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de L-glutamina (2 Mm),
penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 ug/ml), & 23°C (estufa BOD). Em todos 0s

experimentos as culturas de L. chagasi foram utilizadas apenas em fase estacionéria.

Padronizacdo da infeccdo: Foi realizado ensaio de padronizacdo da infeccdo, onde
neutr6filos humanos foram plagueados na quantidade 5x10° por pogo, com
promastigotas estacionarias de L. chagasi na proporcao (neutrdfilo: parasita): 1:2, 1:5 e
1:10. Posteriormente as 3h de infecgéo, foi realizada a troca do meio por Schneider e
depois de 1, 3 e 5 dias contamos as formas promastigotas viaveis que foram liberadas.
Apos analisar o resultado, optamos pela taxa de infecgdo 1:5 como sendo a mais

apropriada para o estudo por ter apresentado contagens mais homogéneas.
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Padronizacédo da dose-resposta do heme na infeccdo de neutrofilos humanos por L.
chagasi: Para estabelecer a concentragéo ideal do heme a ser utilizada nesse estudo,
realizamos uma curva dose-resposta nas concentragcdes de 3uM, 10uM e 30uM em
culturas de neutrofilos infectados com L. chagasi. Ap6s 3h de infeccdo, foi realizada a
troca do meio por Schneider e depois de 1, 3 e 5 dias contamos as formas promastigotas
viaveis que foram liberadas. A contagem demonstrou que no 1° dia tivemos diferencas
entre as concentracOes, mas essas diferencas foram perdidas nos dias seguintes,
possivelmente, pela morte da célula e/ou proliferacdo excessiva do parasita. A partir
dessa padronizacgdo, a concentracdo do heme que apresentou um efeito mais evidente foi

a de 30uM, passando esse valor a ser utilizado nos ensaios seguintes.

Reagentes: O heme e a protoporfirina IX (PPIX, molécula analoga ao heme) foram
obtidos comercialmente da Frontier Scientific (Logan, UT, USA). As drogas foram
diluidas imediatamente antes do uso em NaOH 0,1 N e meio RPMI 1640 (Gibco,
Carsbad, CA, USA) e ajustadas para a concentracdo de 30uM. O ferro (Il) sulfato
hidratado (FeSO,.7H,0) foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich (New
Road, Gillingham, Reino Unido). O FeSO4.7H,0O foi diluido em agua destilada e
ajustado para a concentracdo de 100puM, esse composto em solucdo libera o fon Fe™.

Infeccdo de neutrdfilos com L. chagasi: Os neutréfilos humanos foram plaqueados na
quantidade de 5x10° por pogo, com promastigotas estacionérias de L. chagasi a uma
taxa de infeccdo 1:5 (neutréfilo: parasita) em presenca ou auséncia de heme. As culturas
foram incubadas durante 3h a 37°C, 5% CO,, para posteriormente avaliarmos a
infeccdo. Quando utilizamos a PPIX e o Fe*?, a infeccdo foi realizada como descrito

anteriormente.

Avaliacdo da carga parasitaria: Posteriormente as 3h de infeccdo em presenca ou
auséncia de heme, a carga intracelular de L. chagasi nos neutréfilos foi avaliada em
laminas preparadas atraves do citospin, seguidas de colora¢do por hematoxilina-eosina
(HE). Utilizando o microscopio oOptico, fizemos uma contagem a cega de 200 células
para a quantificacdo do percentual de neutrofilos infectados, bem como a quantidade de
amastigotas por neutrdfilo. Os resultados foram mostrados como percentual de
neutrdfilos infectados e amastigotas por 100 neutrdfilos. Além da quantificacdo por

microscopia Optica, e para as culturas em presenca da PPIX ou do Fe*?, fizemos a
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leitura dos parasitas vidveis utilizando o método do Schneider adaptado de Ribeiro-
Gomes e colaboradores (RIBEIRO-GOMES et al., 2004). Resumidamente, apds o
periodo de incubacéo, os neutrdfilos infectados foram centrifugados a 1300 RPM por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante contendo promastigotas ndo internalizados foi
descartado e substituido por 250 pl de meio Schneider suplementado com 20% de SBF
e 1% de L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml) e estreptomicina (100 pg/ml). Em
seguida, os neutrofilos infectados foram incubados na estufa BOD 23°C e ap6s 24h de
incubacdo, foi realizada a contagem das formas promastigotas liberadas no meio usando

camaras de Neubauer.

Detec¢do das enzimas neutrofilicas: Os sobrenadantes das culturas de neutrdfilos
infectados em presenca ou auséncia do heme por 3h, foram coletados e testados para a
producdo de metaloproteinase-9 (MMP-9) por ELISA convencional, de acordo com as
instrugdes do fabricante (R&D systems, Minneapolis, USA).

A atividade enziméatica da mieloperoxidase (MPO) e elastase neutrofilica (NE) foi
avaliada nas mesmas condi¢Ges experimentais, utilizando protocolos adaptados.
Resumidamente, a atividade da mieloperoxidase foi avaliada no sobrenadante,
imediatamente ap6s 3h de infeccdo dos neutréfilos em presenca ou auséncia do heme,
da PPIX ou do Fe*%. Foi plaqueado 50 pl do sobrenadante fresco dessas culturas em
placas de 96 pocos de ELISA, seguido da adicdo de 50 pl do tampdo de revelacdo
(tampéo citrato 0,1 M, pH 5, dicloridrato de o-fenilenodiamina (OPD) 1 mg/mL e
peroxido de hidrogénio 30%) e incubados por aproximadamente 20 minutos, protegidos
da luz. A atividade da mieloperoxidase foi mensurada pela leitura em espectrofotdmetro
na absorbancia 492 nm, utilizando a densidade 6ptica. Para atividade enzimatica da
enzima elastase neutrofilica, foi utilizado 50 ul do sobrenadante fresco dessas culturas,
e em seguida foi adicionado 25 pl do tampéo de reacdo, pH 7,5 (0.1 M HEPES, 0.5 M
NaCl, 10% dimetilsulféxido (todos da Sigma-Aldrich, St Louis, MO)) acrescido de 150
ul do substrato | da elastase (MeOSuc-AAPV-pna) a 0.2 mM (Calbiochem, La Jolla,
CA, USA) e incubados a 37°C por 3 dias. A atividade da elastase foi mensurada pela

leitura em espectrofotdbmetro na absorbancia 410 nm, utilizando a densidade dptica.

Deteccdo de Leucotrieno-B, (LTB4): Os sobrenadantes das culturas de neutrofilos

infectados em presenca ou auséncia do heme por 3h, foram coletados e utilizados para a
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deteccdo de LTB,4 por EIA, de acordo com as instru¢cbes do fabricante (Cayman
Chemical Company, Ml, USA).

Deteccdo de espécies reativas de oxigénio (ROS): Apb6s 1h de interacdo entre 0s
neutrofilos humanos e os estimulos L. chagasi, L. chagasi junto com heme e somente o
heme, foi feita a incubacdo dessas células com a sonda fluorescente Dihydroethidium
(DHE) (10uM — Invitrogen/Molecular Probes, Grand Island, NY, USA) por 30 minutos.
Ao entrar nas células, a sonda DHE ao ser oxidada por anions superoxidos emite

fluorescéncia vermelha, sendo detectada por citometria de fluxo (FACSCalibur).

Avaliacdo da apoptose de neutrofilos: Apos as 3h de infecgdo em presenca ou auséncia
do heme, a apoptose nesses neutrofilos foi avaliada pela exposicéo de fosfatidilserina na
superficie celular através da marcacdo com Anexina-V-PE em combinacdo com 7-
amino-actinomicina D (7AAD) (kit de deteccdo de apoptose, BD Bioscience), seguida
da analise por citometria de fluxo (FACSCalibur). Os resultados estdo representados
como percentual de células Anexina-V'/7TAAD’, Anexina-V'/7AAD® e Anexina-V-
[TAAD".

Dosagem do fator transformante de crescimento (TGF-g): Os sobrenadantes das
culturas de neutréfilos infectados em presenca ou auséncia do heme, da PPIX ou do
Fe*? por 3h, foram coletados e utilizados para a dosagem de TGF-B por ELISA
convencional, de acordo com as instru¢des do fabricante (R&D systems, Minneapolis,
USA).

Deteccédo da atividade da superoxido dismutase (SOD): Os sobrenadantes das culturas
de neutréfilos infectados em presenca ou auséncia do heme, da PP1X ou do Fe*? por 3h,
foram coletados e utilizados para detectar a atividade de SOD (os 3 principais tipos de
SOD: Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e FeSOD), de acordo com as instru¢es do fabricante
(Cayman Chemical Company, MI, USA).

Uso do inibidor dietilditiocarbamato (DETC): Os neutrofilos humanos foram
plagueados na quantidade de 5x10° por poco, com promastigotas estacionarias de L.
chagasi a uma taxa de infeccdo 1:5 (neutrofilo: parasita) em presenca do heme (30uM)

oudo Fe*?(100pM). Ao mesmo tempo, adicionamos a essas culturas 0 DETC (10uM),
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inibidor da atividade da SOD. Apds 3h de incubacdo a 37°C, 5% CO,, avaliamos

proliferacdo do parasita pelo método do Schneider, j& descrito anteriormente.

Andlise estatistica: As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o programa
GraphPad-Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA-USA). As comparacdes
foram feitas utilizando-se o teste ndo paramétrico One-way ANOVA Kruskal-Wallis
(para mais de duas amostras) com pds-teste de Dunn. O teste paramétrico T student e o
ndo paramétrico Mann-Whitney, ambos para duas amostras, foram utilizados para
comparar 0s grupos estimulados em relacdo ao controle. As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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RESULTADOS
Ativacdo de neutrdéfilos humanos infectados com L. chagasi em presenga do heme

O papel do heme sobre a ativacdo de neutrofilos humanos infectados com
L. chagasi em auséncia ou presenca do heme foi inicialmente analisado a partir da
liberagdo de enzimas neutrofilicas no sobrenadante dessas culturas por ensaio
colorimétrico. Apos 3h, neutrofilos infectados na auséncia de heme induziram apenas a
liberacado de MMP-9 (Fig. 4A), sem alterar a atividade das enzimas MPO e NE (Fig. 4B
e 4C). Por outro lado, quando a infec¢do dos neutréfilos ocorreu em presenca de heme
0s niveis de MMP-9 foram mantidos, enquanto houve um aumento na atividade de
MPO (Fig. 4B) e da NE (Fig. 4C) em comparacdo aos neutrofilos infectados apenas
com a Leishmania. Todas as enzimas neutrofilicas foram aumentadas durante a infec¢do
em presenca de heme em comparagdo ao grupo controle de neutréfilos nao infectados

(Fig. 4A-C).
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Figura 4. Efeito do heme sobre as enzimas neutrofilicas durante a infec¢io por L.
chagasi. Neutrofilos humanos foram infectados com L. chagasi na auséncia ou presenca
de heme (30uM). Apos 3h de incubacio, a quantificagdo de MMP-9 (A) e a atividade da
MPO (B) e NE (C) no sobrenadante dessas culturas foram realizadas por ensaio
colorimétrico. Cada ponto no grafico representa um doador e as barras representam a
mediana. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-

Wallis com pés-teste de Dunn (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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Producdo de ROS durante a interacdo de neutrdéfilos infectados com L. chagasi e

heme

Dados na literatura descrevem o forte potencial do heme em induzir a producéo
de ROS em diversos modelos, principalmente em neutrofilos humanos (PORTO et al.,
2007). Para investigarmos a producdo de ROS no nosso estudo, 1h apos a infeccéo de
neutrdfilos por L. chagasi em presenca ou auséncia do heme, incubamos essas células
com uma sonda que reage em contato com ions superdxidos. A analise por citometria de
fluxo revelou um aumento significativo na geracdo de ROS devido ao tratamento com
heme em comparagdo aos grupos que ndo foram tratados (Fig. 5). A producdo de ROS
ndo foi estatisticamente significante quando comparamos somente a infeccdo por

L. chagasi com o grupo controle.
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Figura 5. A presenca do heme induz estresse oxidativo em neutrdéfilos infectados
com L. chagasi. Neutr6filos humanos foram infectados com L. chagasi na auséncia ou
presenga de heme (30uM). Apds 1h, esses neutrofilos foram incubados com a sonda de
dihydroethidium (DHE) e a produgdo de ROS foi analisada por citometria de fluxo.
Cada ponto no grafico representa um doador e as barras representam a mediana.
Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com
pos-teste de Dunn (*, p<0,05) (***, p<0,001).
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Deteccdo de LTB,4 em neutrofilos humanos infectados com L. chagasi em presenca

do heme

O LTB,4 é um potente mediador de ativacdo e de quimiotaxia para neutrofilos
(KIM & HAYNES, 2012). De modo a contribuir com a caracterizacdo do estado de
ativagdo dos neutrofilos observado nos dados acima, sabendo que o heme induz a
migracdo de neutréfilos mediada pela produgdo de LTB, (MONTEIRO et al., 2011),
fomos observar como a presenca do heme modula a liberacdo de LTB, durante a
infeccdo de neutréfilos humanos por L. chagasi. A deteccdo do LTB, foi feita no
sobrenadante, posteriormente as 3h de interacdo entre os estimulos. A analise por EIA
demonstra que o heme aumenta a liberagdo de LTB,4, sem interferéncia da infeccéo, ja

gue o parasita sozinho ndo mostra o mesmo efeito (Fig. 6).
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Figura 6. Neutrofilos humanos infectados com L. chagasi aumentam a liberacao de
LTB, em presenca do heme. Neutrofilos humanos foram infectados com L. chagasi na
auséncia ou presenga de heme (30uM). Apo6s 3h de incubacdo, os niveis de LTB4 no
sobrenadante dessas culturas foram detectados por EIA. Cada ponto no gréfico
representa um doador e as barras representam a mediana. Asterisco indica diferenca
significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com pds-teste de Dunn (**,
p<0,01) (***, p<0,001).



33

Efeito do heme na sobrevida de neutrofilos humanos durante a infeccdo por

L. chagasi

Ja foi demonstrado que o heme em diferentes concentragdes retarda a apoptose
em neutrofilos humanos ap6s 20h de incubacdo (ARRUDA et al., 2004), porém isso
ainda ndo foi explorado no contexto de infeccdo por Leishmania. Seguinte as 3h de
infeccdo dos neutrofilos humanos por L. chagasi em presenca ou auséncia do heme,
incubamos as células com os marcadores Anexina-V-PE e 7AAD e analisamos a
sobrevida dessas células por citometria de fluxo. Em presenca do heme a maior parte
dos neutréfilos estdo apoptéticos (Fig. 7A) e um menor percentual em processo de
apoptose tardia/necrose secundaria (Fig. 7B) em relacdo aos neutréfilos ndo tratados
com heme. N&o observamos alteracdo significativa no percentual de neutréfilos
necroticos independente do tratamento (Fig. 7C). A infeccdo por L. chagasi na auséncia

de heme ndo apresentou nenhum efeito sobre a longevidade das células.
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Figura 7. Heme induz morte celular em neutréfilos humanos infectados com L.
chagasi. Apés 3h de incubacdo, em neutréfilos humanos infectados com L. chagasi em
auséncia ou presenca de heme (30uM), a morte celular foi avaliada pela marcacdo de
Anexina V e 7TAAD por citometria de fluxo. Os resultados estdo representados como
percentual de células em (A) Apoptose: Anexina-V'/7TAAD"; (B) Apoptose tardia/
necrose secundaria: Anexina-V'/7TAAD® e (C) Necrose: Anexina-V/7AAD".
Representacdo percentual por dot-plot € mostrada para os grupos LSH (D) e
LSH+HEME (E). Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico
Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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Efeito do heme na carga parasitaria de neutréfilos humanos por L. chagasi

Para avaliarmos como o heme poderia interferir na carga do parasita, infectamos
os neutréfilos humanos com L. chagasi e incubamos essas células na auséncia ou
presenca de heme por 3h. Posteriormente, a carga parasitaria foi avaliada através da
contagem por microscopia oOptica. No que se refere ao percentual de neutrofilos
infectados (Fig. 8A) e amastigotas por 100 neutrdfilos (Fig. 8B), ndo foi evidenciada
nenhuma diferenca significativa entre os grupos apds o tratamento com heme.
Entretanto, na contagem das formas promastigotas viaveis liberadas no sobrenadante de
culturas de neutrofilos infectados por 3h, observamos que a presenca do heme favorece
uma proliferacdo significativa dos parasitas ao ser comparado com 0 grupo sem
tratamento (Fig. 8C). Essas observacgdes sugerem um possivel mecanismo de escape da
ativacdo neutrofilica, que permite a esses parasitas aumentarem sua replicacdo em

presenca do heme.
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Figura 8. Heme ndo interfere na infeccdo por L. chagasi, mas favorece a
viabilidade do parasita em neutréfilos humanos. Neutrofilos humanos foram
infectados com L. chagasi (1:5) na auséncia ou presenca de heme (30uM) por 3h. Em
seguida, os neutréfilos foram citocentrifugados e corados com HE para avaliacdo da
carga parasitaria por microscopia Optica. (A) Indica o percentual de neutrofilos
infectados e (B) o nimero de amastigotas por 100 neutréfilos. Em (C), apds 3h de
infeccdo 0 meio RPMI foi substituido por meio Schneider (meio de cultura para
Leishmania) e apds 24h, os promastigotas viaveis liberados no sobrenadante dessas
culturas foram contados. Cada ponto no grafico representa um doador e as barras
representam a mediana. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste paramétrico T
student (**, p<0,01).
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Papel das moléculas associadas ao heme na replicacdo de L. chagasi em neutrofilos

humanos

Como vimos que o heme favorece a replicagdo da L. chagasi, fomos entdo
investigar se moléculas presentes na composicdo do heme apresentariam um resposta
similar. Utilizamos a PPIX, que é uma molécula analoga ao heme, sendo diferente por
ndo apresentar o 4tomo central de ferro e o préprio ferro no estado reduzido (Fe*?),
obtido pela diluicdo do FeSO,.7H,0. Heme, PPIX ou Fe*? foram adicionados & cultura
de neutrofilos com L. chagasi durante 3h e entdo realizamos o método de contagem de
promastigotas viaveis liberadas no sobrenadante de culturas de neutréfilos infectados. A
contagem mostrou que a presenca tanto da PPIX quanto do Fe*? favorecem a
proliferacdo do parasita em relacdo ao grupo somente com L. chagasi (Fig. 9). Os
grupos tratados com as moléculas ndo evidenciaram diferenca na replicacdo parasitaria

ao serem comparados com o grupo tratado com heme.
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Figura 9. A PPIX e 0 Fe*? também contribuem para proliferacdo da L. chagasi em
neutrofilos humanos. Neutréfilos humanos foram infectados com L. chagasi (1:5) em
presenca do heme (30uM), da PPIX (30uM) ou do Fe™ (100uM) por 3h.
Posteriormente, 0 meio RPMI foi substituido por meio Schneider (meio de cultura para
Leishmania) e apds 24h, os promastigotas viaveis liberados no sobrenadante dessas
culturas foram contados. Cada ponto no grafico representa um doador e as barras
representam a mediana. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo

paramétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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Ativacdo das enzimas neutrofilicas pela presenca de moléculas associadas ao heme

durante a infeccéo por L. chagasi

A préxima etapa foi avaliar se a presenca da PPIX ou do Fe*? induziriam um
resultado semelhante ao da presenca do heme quanto a ativacao de neutréfilos humanos
infectados com L. chagasi. Apds as 3h de interacdo entre os estimulos, avaliamos
atividade de MPO e NE através de ensaio colorimétrico. A atividade das enzimas MPO
(Fig. 10A) e NE (Fig. 10B) ndo foram alteradas devido & presenca da PPIX ou do Fe™

em comparacao aos neutrofilos infectados incubados com heme.
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Figura 10. A presenca da PPIX ou do Fe*? ndo interfere na atividade da MPO ou
da NE. Neutrofilos humanos foram infectados com L. chagasi em presenca do heme
(30uM), da PPIX (30uM) ou do Fe*? (100uM). Apés 3h de incubacdo, a atividade da
MPO (A) e da NE (B) no sobrenadante dessas culturas foi realizada por ensaio
colorimétrico. Cada ponto no gréafico representa um doador e as barras representam a
mediana. Asterisco indica diferenga significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-
Wallis com pds-teste de Dunn (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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Inducéo da resposta anti-inflamatdria via TGF-p nos neutrdfilos infectados com L.

chagasi em presenca do heme

Uma vez que temos uma forte resposta inflamatdria e ainda assim notamos um
aumento da proliferacdo da L. chagasi, procuramos investigar quais mecanismos
poderiam estar balanceando a ativacdo do neutr6filo de modo a favorecer o crescimento
do parasita. Nesse contexto, avaliamos a participacdo do TGF-p, uma molécula
conhecida por beneficiar a infeccdo por Leishmania (BARRAL-NETTO et al., 1992;
AFONSO et al., 2008). Apos 3h de infeccdo dos neutrdfilos humanos por L. chagasi em
presenca do heme, da PPIX ou do Fe*? avaliamos os niveis de TGF-B no sobrenadante
dessas culturas por ELISA. A presenca do heme leva a niveis significantes de TGF-f
guando comparado ao grupo apenas com L. chagasi e ao grupo sem estimulos (Fig. 11).

A presenca da PP1X ou do Fe*? ndo alterou os niveis de TGF- p.
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Figura 11. O heme induz producdo do mediador anti-inflamatorio TGF- em
neutrdfilos infectados com L. chagasi. Neutréfilos humanos foram infectados com L.
chagasi em presenca do heme (30uM), da PPIX (30uM) ou do Fe'? (100uM) durante
3h. Os niveis de TGF-B no sobrenadante dessas culturas foram detectados por ELISA.
Cada ponto no grafico representa um doador e as barras representam a mediana.
Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com

pos-teste de Dunn (*, p<0,05).
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Ativacdo de mecanismos anti-oxidativos em neutrofilos humanos durante a

infecgdo por L. chagasi em presenga do heme

Antioxidantes também representam mecanismos que podem beneficiar a
sobrevivéncia do parasita. J& foi demonstrado que a presenca da SOD tem um efeito
protetor para L. amazonensis, uma vez que com inibigdo da enzima tem-se o controle da
infeccdo em macrofagos humanos (KHOURI et al., 2009). Fomos entdo analisar se o
heme interfere na atividade da SOD em neutrofilos humanos infectados com L. chagasi.
Apbs 3h de interacdo entre os estimulos, o0 ensaio colorimétrico revelou que tanto o
heme quanto o Fe*? aumentaram a atividade da SOD em relac&o ao grupo apenas com L.
chagasi e ao grupo sem estimulos (Fig. 12). O tratamento com PPIX ndo alterou a
atividade da SOD.
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Figura 12. Neutrofilos humanos infectados com L. chagasi aumentam atividade da
SOD em presenca de heme ou de Fe*?. Neutré6filos humanos foram infectados com L.
chagasi em presenca do heme (30uM), da PPIX (30uM) ou do Fe*? (100uM). Apés 3h
de incubacdo, a atividade de SOD no sobrenadante dessas culturas foi realizada por
ensaio colorimétrico. Cada ponto no grafico representa um doador e as barras
representam a mediana. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo

paramétrico Kruskal-Wallis com pos-teste de Dunn (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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A fim de confirmarmos a contribuicdo da SOD para a replicacdo do parasita,
utilizamos o dietilditiocarbamato (DETC), um inibidor da atividade da SOD, junto a
infeccdo de neutr6filos humanos por L. chagasi em presenca do heme ou do Fe*? por
3h. A contagem de promastigotas no sobrenadante evidencia uma reduc¢do no nimero de
parasitas em todos os grupos que foram tratados com DETC ao serem comparados aos

grupos sem o inibidor (Fig. 13).
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Figura 13. A inibicdo da SOD pelo DETC diminui a replicacdo da L. chagasi em
neutrofilos humanos, mesmo em presenca do heme. Neutrofilos humanos foram
infectados com L. chagasi (1:5) em presenca do heme (30uM) ou do Fe*? (100uM) e ao
mesmo tempo foi adicionado a essas culturas 0 DETC (10uM). Posteriormente as 3h de
incubacdo, o meio RPMI foi substituido por meio Schneider (meio de cultura para
Leishmania) e ap6s 24h, os promastigotas viaveis liberados no sobrenadante dessas
culturas foram contados. Cada ponto no grafico representa um doador e as barras
representam a mediana. Asterisco indica diferenca significativa pelo teste ndo
paramétrico Mann-Whitney (**, p<0,01) (***, p<0,001).
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DISCUSSAO

Doengas caracterizadas por hemdlise ou dano celular aumentado, associadas ou
ndo a presenca de um agente infeccioso, causam uma intensa resposta inflamatdria. No
caso da LV, pacientes em estado grave apresentam alteracdes hematoldgicas, como
sangramento, neutropenia e baixa de plaquetas (SAMPAIO et al., 2010). Sob essas
condigbes, o heme pode ser liberado a partir de heme-proteinas favorecendo a
persisténcia da inflamacdo sistémica caracteristica da LV. Sabendo-se que o heme
deflagra uma série de mecanismos inflamatorios associados a ativacdo de neutrofilos
(GRACA-SOUZA et al., 2002), nds investigamos nesse estudo o efeito do heme sobre
neutrofilos humanos durante a infeccéo por L. chagasi.

A capacidade do heme em alterar o status de ativacdo de neutréfilos humanos
infectados com L. chagasi foi demonstrada, inicialmente, pela liberacdo de enzimas
presentes nos granulos neutrofilicos. Os niveis de MMP-9, MPO e NE foram
aumentados significativamente durante a infeccdo em presenca do heme. Entretanto, nos
neutrdfilos infectados na auséncia do heme, a MMP-9 foi a Unica enzima a ser
modulada pelo parasita, o qual aumentou a liberacdo da enzima em comparacdo aos
neutréfilos do grupo controle. A MMP-9 esta presente nos granulos das gelatinases que
sd0 0s primeiros a liberarem seu conteddo em resposta a estimulos exd6genos
(BORREGAARD & COWLAND, 1997). E possivel que o heme por induzir uma
resposta muito intensa, tenha deflagrado uma rapida liberacdo de MMP-9 no
sobrenadante de neutréfilos ndo infectados, que ndo pode ser detectada no tempo de 3h.
Pretendemos fazer estudos de cinética para avaliar o efeito do heme sobre a liberacéo de
enzimas dos granulos neutrofilicos em tempos mais iniciais.

A MPO € uma enzima que catalisa a formacdo do &cido hipocloroso, um
importante composto microbicida (DALE et al., 2008). O &cido hipocloroso quando é
produzido em quantidades excessivas, provoca danos teciduais, principalmente, durante
disturbios inflamatorios envolvendo liberacdo do heme. Nesse sentido, foi descrito que
0 &cido hipocloroso é capaz de degradar o heme sem atingir o &tomo de ferro central,
representando um potencial reforco a lesdo oxidativa em condi¢des patoldgicas
(MAITRA et al., 2011; SOUZA et al., 2011). A NE demonstrou atividade semelhante.
Em um modelo de fibrose cistica pulmonar, a elastase neutrofilica foi a protease

responsavel por degradar a hemoglobina, liberando heme (COSGROVE et al., 2011). O
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heme entdo reforca a inflamacdo no pulméo através da producédo de IL-8, mediador
quimiotético para neutréfilo (COSGROVE et al., 2011).

Diversos trabalhos trazem a producdo de ROS como principal mecanismo
desencadeado pelo heme durante a ativacdo de neutrofilos (GRACA-SOUZA et al.,
2002; ARRUDA et al., 2006; PORTO et al., 2007). Assim como, esse também é um
mecanismo microbicida induzido pela infeccdo por vérias espécies de Leishmania, que
ajuda a célula hospedeira no combate ao parasita (NADERER & MCCONVILLE,
2008; RITTER et al., 2009). Nos observamos que a infecgdo por L. chagasi levou a uma
tendéncia de aumento na geracdo de ROS em comparacdo aos neutrofilos do grupo
controle, e essa resposta foi exacerbada de modo significativo em presenga do heme. O
fato da L. chagasi sozinha ndo desencadear essa producdo de ROS de modo
significativo, assim como foi visto para as enzimas MPO e NE, sugere que esse possa
ser um sistema de escape da L. chagasi que permite a esta espécie visceralizar na LV.
Entretanto, como a producdo de ROS foi analisada apenas no tempo de 1h, ndo
podemos descartar que essa diferenca seja detectada em tempos menores de interagéo.
Estudos adicionais nesse contexto estdo em andamento.

Presumivelmente, o efeito citotoxico do heme é mediado pela geracdo de ROS e
estresse oxidativo (LARSEN et al., 2012). A concentracdo intracelular de heme pode
exceder a taxa de catabolismo da HO-1, enzima responsavel pela degradacéo do heme,
ocasionando o acumulo de produtos do seu metabolismo, como o ferro. O ferro €
conhecido por favorecer a producdo de ROS, levando a peroxidacdo e oxidacdo de
biomoléculas (BELCHER et al., 2010). As publica¢Bes vinculam a producdo de ROS
principalmente ao neutréfilo, no qual o heme induz essa producdo via NADPH oxidase,
dependente da ativacdo de um receptor acoplado a proteina Ga; (PORTO et al., 2007).

De modo ainda a contribuir com a caracterizacdo da ativacdo neutrofilica
induzida durante a infeccdo em resposta ao heme, nos investigamos a producdo de
LTB,, importante fator leishmanicida descrito para macrofagos (SEREZANI et al.,
2006). O LTB, age diretamente sobre a fisiologia de neutrofilos, como um agente
pré-inflamatorio, induzindo a expressdo de moléculas de superficies associadas ao
processo de transmigracdo, estimulando a geracdo de ROS e atividade fagocitica
(SUMIMOTO et al., 1984; NOHGAWA et al., 1997; MANCUSO et al., 2001). Além
disso, foi visto in vivo que o tratamento de camundongos C57BL/6 com o heme
aumentou os niveis de LTB4 mediando o recrutamento de neutr6filos (MONTEIRO et

al., 2011). Aqui, apenas neutrofilos infectados em presenca de heme foram capazes de
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induzir a producdo de LTB,. Interessante, que a infeccdo dessas células por L. chagasi
ndo induziu a producdo de LTB,. Esse achado foi diferente de dados recentes do nosso
grupo, onde a infeccdo de neutréfilos humanos por L. amazonensis levou ao aumento
dos niveis de LTB4 (TAVARES et al., manuscrito em preparacdo). Isso sugere mais
uma vez, que diferentes espécies de Leishmania podem deflagrar respostas distintas na
ativacdo de neutrofilos.

Apesar de ja ter sido descrito que neutrofilos tratados com heme (1-50uM)
durante 20h tém aumento da sobrevida por inibicdo da apoptose (ARRUDA et al.,
2004), nossos estudos apresentaram um resultado contrario. Enquanto esses autores
demonstraram um retardo na apoptose de neutrofilos em presenca de heme, dependente
da producdo de ROS, regulando o balango entre proteinas pro-apoptéticas e anti-
apoptoticas (ARRUDA et al., 2006), n6s observamos que a maior parte dos neutréfilos
infectados em presenca de heme (30uM) por 3h estavam apoptéticos e um percentual
menor encontrava-se em apoptose tardia/necrose secundaria.

Muitos sinais que conduzem a apoptose sdo conhecidos por induzir estresse
oxidativo. Neutrofilos ativados produzem ROS, caracterizado como um potente
mecanismo microbicida, mas o acimulo dessas moléculas causa graves lesdes celulares.
O ROS ¢ capaz de desencadear apoptose ndo s6 em neutr6filos, mas em macrofagos,
hepatdcitos, células neuronais, entre outros tipos celulares (CHANDRA et al., 2000).
Em nossos resultados ha a possibilidade do heme ter liberado seu atomo de ferro
central, capaz de reagir com H,0, (reacdo de Fenton) e gerar radicais hidroxilas (OH"),
que medeiam a apoptose. Dados publicados comprovam a associacdo de OH’, pela
reacdo de Fenton, com apoptose de neutréfilos, uma vez que o uso de quelantes de ferro
pode reverter esse efeito (ROLLET-LABELLE et al., 1998).

Entretanto, ndo podemos excluir a possibilidade do heme provocar outro tipo de
morte celular programada, a necroptose, jd& que observamos ainda um pequeno
percentual de neutrofilos em apoptose tardia/necrose secundaria. A necroptose é
descrita como uma necrose regulada por vias de sinalizacdo especificas, envolvendo
especialmente a proteina quinase RIP1 (kinases receptor interacting protein)
(VANDENABEELE et al., 2010). Esse tipo de morte ja foi demonstrado em
macrofagos tratados com heme mediante a producéo de ROS e TNF-a (FORTES et al.,
2012), mas até o0 momento isso ndo foi explorado em neutrdfilos.

Analisando a morte celular de neutrofilos na infeccdo por L. chagasi em

auséncia de heme, o parasita ndo interfere na longevidade dessas células, diferente da
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infeccdo por outras espécies de Leishmania, como a L. major, em que a sua interacao
com neutréfilos culmina na apoptose dessas células (LAUFS et al., 2002). Dados
recentes publicados pelo nosso grupo mostraram que a saliva do vetor Lutzomyia
longipalpis exacerba a apoptose em neutréfilos murinos infectados por L. chagasi
(PRATES et al., 2011). Futuramente, sera interessante abordar se a saliva é capaz de
modular a apoptose de neutrofilos infectados em presenca do heme, pois estariamos
mimetizando as condi¢fes presentes no lago sanguineo durante a picada do fleb6tomo.

A partir dos dados demonstrados de que durante a infeccdo por L. chagasi em
neutrofilos humanos a presenca do heme leva a ativacao dessas células ao mesmo tempo
que induz apoptose nas mesmas, esses eventos biologicos poderiam ter implicagdes
distintas em relacdo a interferéncia na carga parasitaria. Uma vez que, neutrofilos
ativados sdo eficientes na morte do parasita e neutréfilos apoptoticos favorecem o
estabelecimento da Leishmania (ROUSSEAU et al., 2001; LASKAY et al., 2003). A
interacdo Leishmania e heme tem evidenciado que ela pode favorecer o crescimento do
parasita devido ao heme ser utilizado como fator nutricional (CARVALHO et al., 2009;
HUYNH et al., 2012). Para nossa surpresa, 0 heme nao interferiu significativamente na
taxa de infeccdo de neutréfilos humanos por L. chagasi, nem no nimero de amastigotas
por célula, mas favoreceu a proliferacdo dos parasitas, visto que na contagem das
formas promastigotas viaveis liberadas no meio Schneider, a presenga do heme
modulou positivamente o crescimento da Leishmania.

O heme tem participacdo em varias vias metabolicas essenciais para esses
protozoarios, principalmente na sintese de heme-proteinas, como 0s citocromos.
Entretanto, os Tripanossomatideos de modo geral, perderam parcialmente a capacidade
de biossintese do heme, portanto necessitam captar essa molécula do meio exdgeno
(TRIPODI et al., 2011).

Durante o curso da LV o parasita poderia ter facil acesso ao heme devido as
alteracbes hematoldgicas ou a partir de heme-proteinas provenientes de dano tecidual.
Dados nao publicados do nosso grupo indicam que os niveis de heme estdo aumentados
em pacientes sintomaticos quando comparados aos de individuos assintomaticos da
mesma &rea endémica. Nesse contexto, individuos com LV teriam uma maior
disponibilizagdo de heme para a célula hospedeira. Além disso, macrofagos ou
neutrofilos infectados poderiam fagocitar hemacias no baco de pacientes com LV,

facilitando a endocitose da hemoglobina e utilizacdo do heme pela Leishmania. Estudos
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anteriores ja revelaram que promastigotas de L. donovani expressam receptores
especificos para hemoglobina na bolsa flagelar (SENGUPTA et al., 1999).

Com isso, uma possivel explicacdo para que o heme extracelular adicionado a
infeccdo dos neutrofilos esteja aumentando a proliferacdo da L. chagasi, é que ele pode
estar sendo consumido como fonte de ferro (HUYNH et al., 2006; CARVALHO et al.,
2009).

O ferro é um cofator para varias enzimas e processos bioldgicos, indispensavel
para o crescimento de microrganismos. Em condicGes de baixa disponibilidade de ferro,
foi necessario desenvolver mecanismos capazes de facilitar o armazenamento do metal.
Entre estes mecanismos, temos o transporte de moléculas que possuem o ferro em sua
composi¢do, como heme ou heme-proteinas. Em 2009, Carvalho e colaboradores
relataram que amastigotas de L. infantum possuem um ligante na sua superficie com alta
afinidade pelo heme. Esse ligante pode ter a funcdo de transportador intracelular do
heme, como uma forma indireta para internalizar o ferro (CARVALHO et al., 2009).
Da mesma forma, é possivel que o heme durante a infeccdo dos neutrdfilos tenha sido
degradado, liberando o ferro. Isso permitiria a L. chagasi captar o Fe*? gerado a partir
do Fe*® por atividade da sua NADPH redutase (WILSON et al., 2002).

Seja de forma direta ou indireta, 0 aumento de absor¢do de ferro pelo parasita
favorece sua proliferacdo. O gene Nrampl (proteina 1 do macréfago associada a
resisténcia natural) codifica uma proteina presente em fagolisossomos de macrofagos,
que bombeia fons de Fe*? para o citoplasma celular, diminuindo a sua quantidade dentro
do fagolisossomo (JABADO et al., 2000). Esse gene € associado a susceptibilidade do
hospedeiro a diversas infecgdes, como por exemplo, por Leishmania, onde mutacfes em
Nrampl prejudica a capacidade de macrofagos em inibir o crescimento intracelular do
patégeno (FORBES & GROS, 2001). Isso evidencia que o Nrampl funciona como uma
defesa da célula hospedeira em tentar restringir o acesso de patogenos ao ferro.
Entretanto, foi descoberto em amastigotas de L. amazonensis um transportador de Fe*?,
denominado LIT1, que proporcionou uma adaptacdo a esse ambiente por possibilitar a
captacdo direta do Fe*?, além de ser indispensavel para replicacdo e viruléncia do
parasita (HUYNH et al., 2006). Esse grupo ainda descreveu em 2012, na mesma espécie
de Leishmania, a existéncia de uma proteina transmembrana transportadora de heme
(HUYNH et al., 2012). Contudo, estudos sobre a existéncia de analogos de

transportadores de ferro e heme ainda ndo foram descritos para L. chagasi.
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Outras infeccbes por Tripanossomatideos, a exemplo do T. cruzi, também
sugerem o ferro como elemento crucial para o parasitismo (PAIVA et al., 2012), uma
vez que o uso de quelantes de ferro reduziu a infeccdo em macrofagos e camundongos
(ARANTES et al., 2007; PAIVA et al., 2012).

A ideia do ferro como fonte nutricional, foi corroborada quando utilizamos o
Fe*? em nossas culturas. Além do Fe*?, utilizamos a PPIX por também estar presente na
composi¢do do heme. As duas moléculas aumentaram o crescimento da L. chagasi em
neutrofilos de modo similar ao tratamento com heme. Em L. chagasi a captacédo do ferro
ocorre preferencialmente na forma Fe** (WILSON et al., 2002) e o tratamento com 0
proprio ion deve facilitar o seu uso em vias de proliferacdo, contribuindo para o
estabelecimento da infecgdo. O anel de PPIX pode estar sendo incorporado a outros
metais, como 0 zinco, manganés e cobalto, os quais também se mostram importantes
para reacdes celulares vitais (COWAN, 1997).

Embora a PPIX e o Fe*? contribuam para a replicacdo parasitaria assim como o
heme, em relacdo a atividade das enzimas neutrofilicas o efeito ndo é o mesmo.
Diferente dos efeitos induzidos pelo heme, a presenca do Fe*?ou da PPIX néo alterou as
atividades das enzimas MPO e NE em neutréfilos infectados por L. chagasi. Estudos
com heme e PPIX em macréfagos murinos apresentaram efeito antagénico quanto a
producdo de TNF-a, indicando que esse efeito depende da presenca do ferro
(FIGUEIREDO et al., 2007). Contudo, a PPIX demonstrou uma capacidade
correspondente a do heme em induzir a quimiotaxia dos neutréfilos in vivo e in vitro
(PORTO et al., 2007). Nos nossos resultados, o indicativo é que 0 heme e a PP1X apesar
de exibirem resultado semelhante sobre o parasita, agem de modo diferente sobre a
fisiologia do neutréfilo. O mesmo é valido para o Fe*2

A persisténcia da Leishmania em meio a atividade pro-inflamatéria de
neutrofilos supde a existéncia de mecanismos compensatorios que proporcionam o
crescimento do patégeno. Essa atividade neutrofilica ocasionada pelo heme contribui
para manutencdo de muitas doencas, tendo na maior parte dos casos a HO-1 e seus
produtos da degradacdo do heme como fator chave para a resolugéo da inflamacao
(PAE & CHUNG, 2009). No contexto de doencas parasitarias, 0 heme parece ter um
papel protetor para o parasita atraves da indugdo de mecanismos anti-inflamatorios,
principalmente a heme-oxigenase 1 (HO-1). Em maléria, o aumento da parasitemia em
camundongos por P. yoelii foi associada positivamente a atividade da HO-1 induzida

pelo heme (DEY et al., 2012). Na Leishmaniose Visceral, 0 n0osso grupo mostrou que
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HO-1 aumenta a carga parasitaria de L. chagasi reduzindo a resposta leishmanicida dos
macrofagos (LUZ et al., 2012). Entretanto, embora tenhamos feito varias tentativas, ndo
conseguimos detectar a atividade da HO-1 no lisado de neutrofilos infectados por L.
chagasi na auséncia ou presenca de heme (dados ndo mostrados). Por isso fomos
averiguar a existéncia de outros mediadores que pudessem estar contribuindo para
favorecer a infeccdo de neutrofilos pela L. chagasi.

O TGF-f é uma importante molécula anti-inflamatéria que determina a
suscetibilidade em infeccbes por Leishmania (BARRAL-NETTO et al., 1992).
A presenca do heme em cultura de neutréfilos infectados por L. chagasi resultou na
liberacdo de TGF-P, 0 que n&o ocorreu apés o tratamento com a PPIX ou o Fe*? Esse
TGF-B pode ser importante durante a interacdo dos neutr6filos apoptoticos com os
macrofagos, por desativar as vias pro-inflamatérias dessas células, facilitando o
estabelecimento da Leishmania em sua principal célula hospedeira (AFONSO et al.,
2008).

Antioxidantes também proporcionam um balango em ambientes inflamatorios,
amenizando os efeitos deletérios do ROS. Nos nossos resultados, observamos que 0
heme provoca uma forte resposta oxidativa nos neutréfilos infectados, ndo sendo o
suficiente para controlar a infecgéo.

O anion superoéxido (Oy) esté incluso entre as espécies reativas de oxigénio com
alta toxicidade. O O, pode causar a libertagdo de fons de Fe*? e com isso sustentar a
geracdo de mais espécies reativas de oxigénio, através da reacdo de Fenton. A enzima
superoxido dismutase (SOD) surge como um importante mecanismo de defesa
antioxidante, por catalisar a dismutacdo do O, em oxigénio e peroxido de hidrogénio
(FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011). Atualmente, existem 3 principais tipos de SOD
caracterizados de acordo com o metal necessario para sua ativacdo: cobre/zinco
(Cu/Zn), manganés (Mn) e ferro (Fe) (PERRY et al., 2010).

Jé foi confirmado que algumas espécies de Leishmania possuem o gene da SOD,
identificado inicialmente em L. chagasi (PARAMCHUK et al., 1997). A atividade da
SOD em protozoérios requer a presenga de ferro (FeSOD) e pode agir como defesa
desses microrganismos ao estresse oxidativo, visto que amastigotas de L. donovani
deficientes em producdo de SOD sobrevivem menos dentro de macréfagos (GHOSH et
al., 2003). Recentemente, a expressdo de FeSOD ainda foi associada a diferenciacéo de

L. amazonensis em amastigotas. A FeSOD foi modulada por atividade do LIT1
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(transportador de Fe*?), promovendo a transformacéo de promastigotas em amastigotas
por conversdo do superoxido em perdxido de hidrogénio (MITTRA et al., 2013).

Em determinadas condicbes, a producdo de SOD pela célula hospedeira
proporciona protecdo ao patdgeno. As células humanas possuem Cu/Zn-SOD
(citoplasmatica) e Mn-SOD (mitocondrial) (FUKAI & USHIO-FUKAI, 2011). A
Cu/Zn-SOD conhecida como SOD-1, beneficiou a infecgdo por L. amazonensis em
macrdfagos humanos por diminuir a quantidade do ion superdxido dentro das células. A
confirmacdo veio com a utilizacdo do inibidor da SOD, o DETC, que aumentou a
liberacdo de superoxido e eliminou a infeccdo intracelular de macrofagos (KHOURI et
al., 2009).

Em nossos ensaios, a infeccdo por L. chagasi ndo modificou a atividade da SOD
nos neutréfilos humanos, mas a presenca do heme e do Fe** junto a infeccéo
aumentaram a atividade da enzima. Acreditamos que a atividade predominante seja da
SOD-1, mas como o kit utilizado é capaz de detectar a atividade de diferentes tipos de
SOD, ndo podemos descartar a possibilidade da SOD do parasita também esta
respondendo ao estimulo do heme ou do Fe*?, balanceando o efeito leishmanicida do
ROS.

Para testar a hipdtese que a SOD esta favorecendo a replicacdo da L. chagasi
dentro do neutrofilo ativado, utilizamos o DETC (inibidor da atividade da SOD). O uso
do DETC, independente da presenca do heme ou do Fe*?, claramente reduz o
crescimento da L. chagasi em comparacdo ao grupos que ndo foram tratados com o
inibidor. O DETC provavelmente aumenta a liberacdo do superdxido, como visto na
infeccdo in vivo por L. braziliensis e in vitro por L. amazonensis (KHOURI et al.,
2010), ocasionando a morte dos parasitas por inibir 0 mecanismo compensatério ao
estresse oxidativo.

Nossos achados corroboram com os dados de literatura sobre o potencial
inflamatério do heme em neutréfilos, aqui observados durante a infeccdo por L.
chagasi. A maior parte desses neutréfilos estavam em apoptose, talvez pelo efeito
deletério do heme ou devido a forte ativacdo neutrofilica. Foi mostrado que essa
ativacdo neutrofilica ndo foi suficiente para controlar a carga parasitaria, sugerindo uso
do heme e do Fe*? pela Leishmania como fator nutricional junto a presenca de
mediadores anti-inflamatorios e antioxidantes. A SOD aparece demonstrando um maior
envolvimento, visto que a inibigéo da sua atividade pelo DETC controlou o crescimento

parasitario em neutrdfilos, mesmo em presencga do heme ou do Fe*2. Em conjunto, esses
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resultados levantam novos questionamentos sobre a resisténcia da Leishmania em
ambientes inflamatérios, a existéncia de mecanismos de defesa que permitem a
Leishmania estabelecer a infecgdo e possiveis intervencdes terapéuticas para avangos no

tratamento de pacientes com LV.
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CONCLUSOES

1. O heme favorece ativacdo de neutrdfilos humanos infectados com L. chagasi
através da liberacdo de enzimas dos granulos, ROS e LTBy;

2. O heme induz apoptose em neutréfilos humanos infectados por L. chagasi;

3. A proliferagdo da L. chagasi é aumentada pelo heme, bem como pelo tratamento
com PPIX ou Fe*;

4. A producdo de TGF-B e SOD sdo mecanismos compensatorios para
sobrevivéncia da L. chagasi em neutrofilos ativados pelo heme;

5. O uso do DETC controla a replicacdo da L. chagasi em neutrofilos humanos em
presenca do heme ou do Fe™.

Concluséo geral

O heme induz a ativacdo de neutrd6filos humanos durante a infeccdo por
L. chagasi, ao mesmo tempo em que favorece a proliferacdo do parasita, possivelmente,
por contribuir para a disponibilidade de ferro como nutriente e pela ativacdo de
mecanismos anti-inflamatdrios e antioxidantes, via TGF-B e SOD, respectivamente.
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