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RESUMO

Sauter IP. Estudo do papel dos receptores do tipo Toll (TLRs) na inducao de CD200
em macréfagos murinos infectados com Leishmania (Leishmania) amazonensis, [tese
(Doutorado em Parasitologia)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo; 2017.

Parasitos intracelulares do género Leishmania sdo responsaveis por causar um
complexo de doengas denominadas leishmanioses. Uma vez dentro do hospedeiro,
estes parasitos sdo fagocitados por células de defesa, como os macrofagos. Atraves
da interacéo via receptores do tipo Toll (TLRs), macrofagos séo ativados e iniciam o
processo de destruicdo do parasito. Porém, para assegurar sua sobrevivéncia 0s
parasitos sdo capazes de manipular as respostas de defesa dessas células através
da inibicdo de mecanismos microbicidas. Um dos mecanismos imunomodulatorios
utilizados pela Leishmania (Leishmania) amazonensis € a inducdo da expressao de
CD200 no macroéfago, uma glicoproteina de membrana que em contato com o seu
receptor CD200R inibe a ativacdo da célula. O objetivo deste trabalho foi avaliar o
papel de TLRs na indugdo de CD200 em macrofagos infectados por L. (L.)
amazonensis. Para isto, macrofagos diferenciados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 selvagem ou deficientes (-/-) para diferentes TLRs (TLR2, TLR3, TLR4 e
TLR9) e suas proteinas adaptadoras (MyD88 e TRIF), foram infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis. Ensaios in vitro e in vivo foram preparados e
analisados por imunoprecipitacdo, ensaios de infeccdo e citometria de fluxo. Os
resultados mostraram que a inducdo de CD200 por amastigotas internalizados e
viaveis de L. (L.) amazonensis € dependente da via TLR9/MyD88/TRIF no macréfago
infectado. Além disso, a ativacdo de TLR9 envolve DNA contido em microvesiculas
liberadas pelo parasita, estruturas capazes de induzir CD200, modulando a expressao
de iINOS e a producédo de NO no macréfago. Na infeccdo in vivo de camundongos
TLR9”, nenhuma diferenca foi observada na lesdo, mas a caga parasitaria foi menor
nestes camundongos infectados quando comparados ao camundongo controle. A
partir dos resultados obtidos, podemos concluir que a indugéo de CD200 na infec¢cao
por L. (L.) amazonensis é dependente da via de TLRs, ativadas por microvesiculas
contendo DNA de Leishmania.

Palavras-chave: L. (L.) amazonensis. CD200. TLR9. Macréfago. Microvesiculas.



ABSTRACT

Sauter IP. Role of Toll-like receptors (TLRs) in CD200 induction in murine
macrophages infected with Leishmania (Leishmania) amazonensis, [Ph. D. thesis
(Parasitology)]. S&o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sé&o
Paulo; 2017.

Intracellular parasites of the Leishmania genus are responsible for causing a complex
of diseases called leishmaniasis. Once inside of the host, these parasites are
phagocytosed by defense cells, such as macrophages. Through the interaction of Toll-
like receptors (TLRs), macrophages are activated and initiate the process of parasite
destruction. However, to ensure survival, the parasites are capable of manipulating the
defense responses of the cells through the inhibition of microbicidal mechanisms. One
of the immunomodulatory mechanisms used by Leishmania (Leishmania)
amazonensis is the induction of CD200 expression in macrophages, a membrane
glycoprotein which in contact with its receptor CD200R inhibits cellular activation. The
objective of this work was to evaluate the role of TLRs in CD200 induction in
macrophages infected by L. (L.) amazonensis. To accomplish this, Bone marrow
macrophages (BMMs) from wild-type (WT), MyD88”, TRIF, TLR2"-, TLR3", TLR4™
and TLR97 mice were infected with L. (L.) amazonensis amastigotes and in vitro and
in vivo assays were performed and analyzed by immunoprecipitation techniques,
infection assays and flow cytometry. Our results showed that the CD200 induction by
internalized and viable Leishmania amastigotes is dependent on the
TLR9/MyD88/TRIF pathway in the infected macrophage. TLR9 activation involves
DNA-containing microvesicles released by the parasite - structures capable of inducing
CD200, inhibiting INOS expression and NO production in macrophages. In in vivo
infection of TLR97, no difference in the lesion was observed, but the parasite load was
less than in infected WT mice. Thus, we concluded that the induction of CD200 in L.
(L.) amazonensis infection is dependent on TLR pathways, activated by microvesicles
containing Leishmania DNA.

Keywords: L. (L.) amazonensis. CD200. TLR9. Macrophage. Microvesicles.
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1.1 Leishmaniose

A leishmaniose € um complexo de doencas causadas por parasitos
protozoarios pertencentes a mais de 20 espécies do género Leishmania, um parasito
tripanossomatideo que € transmitido pela picada do inseto vetor, chamado de
flebotomineo [Bates, 2007; World Health Organization (WHO), 2015]. Existem trés
formas da doenga dependendo da espécie de Leishmania infectante e da imunidade
do hospedeiro: (i) a leishmaniose cutanea (LC) (forma mais comum da doenca); (ii) a
leishmaniose mucocutanea (LMC) (forma menos comum, causada por algumas
espécies do parasito); e a leishmaniose visceral (LV), muitas vezes conhecida como
calazar (forma mais grave da doenca) (Kevric et al., 2015; WHO, 2015).

A leishmaniose cutanea pode apresentar diferentes formas de acordo com as
manifestacbes clinicas apresentadas pelo hospedeiro. A forma mais comum é a
leishmaniose cutanea localizada, que apresenta lesdes ulcerativas no local da picada
e pode ser auto curavel (Figura 1A). A segunda forma, a leishmaniose cutanea difusa
(LCD), se manifesta de modo mais severa, causando o aparecimento de multiplos
ndédulos ndo ulcerativos (Figura 1B). J& a forma disseminada da leishmaniose cutanea
€ caracterizada por multiplas lesdes ulceradas e papulares encontradas em diversas
areas do corpo (Figura 1C), devido a disseminacao por meio da via hematogénica ou
linfatica (McGwire, Satoskar, 2014).

A leishmaniose mucocutanea pode ocorrer simultaneamente com uma
manifestacdo cutdnea. No entanto, geralmente ocorre meses ou anos apés a
leishmaniose cutanea. Esta forma da doenca atinge as mucosas do trato respiratério
superior (Figura 1D), afetando a cavidade nasal e muitas vezes também a cavidade
oral (Goto, Lindoso, 2012). A leishmaniose mucocutanea tem a capacidade de destruir
os tecidos, causando desfiguracdo e até mesmo a morte do paciente por infeccbes
secundarias (Goto, Lindoso, 2012; McGwire, Satoskar, 2014).
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Figura 1 - Manifesta¢cdes clinicas das diferentes formas da leishmaniose. (A) Leishmaniose
cuténea localizada, (B) leishmaniose cutanea difusa, (C) leishmaniose cutanea disseminada, (D)
leishmaniose mucocutanea, (E) leishmaniose visceral e (F) leishmaniose dérmica pés-calazar. Imagens
A, B, C e D foram adaptadas do Atlas de Leishmaniose Tegumentar Americana (2006) e as imagens E
e F foram obtidas do site da Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2015).

A leishmaniose visceral (calazar) ocorre devido a metastase das células
infectadas do local da picada do flebotomineo aos 6rgéos viscerais como baco, figado

e medula éssea. Devido a grande atividade de defesa imunoldgica do organismo, a
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infeccdo provoca um quadro de hepatoesplenomegalia - aumento do tamanho do
baco e do figado (Figura 1E) - assim como um quadro de trombocitopenia e anemia,
devido a supressao da medula. Esta forma da doenca, se ndo tratada devidamente
leva & morte do paciente (McGwire, Satoskar, 2014).

Alguns casos de leishmaniose visceral podem apresentar complicacfes
posteriores. A leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC) ocorre em pacientes
clinicamente curados da leishmaniose visceral, podendo surgir até 20 anos apés a
infeccdo inicial. Neste caso o paciente apresenta lesfes nodulares, maculares ou
papulares com desenvolvimento progressivo (Figura 1F) (McGwire, Satoskar, 2014).

Apesar do grande avan¢o das pesquisas nos ultimos anos, a leishmaniose
ainda ndo apresenta um tratamento ideal e eficaz. Os farmacos de primeira escolha
continuam sendo considerados os antimoniais pentavalentes, como o antimoniato de
meglumina — Gluncantime®. Contudo, esses tém apresentado uma baixa eficacia
terapéutica em alguns estudos (Machado et al., 2010; Chrusciak-Talhari et al., 2011,
Neves et al., 2011; Dastgheib et al. 2012). A anfotericina B e a pentamidina sédo os
farmacos de segunda escolha, mas apresentam uso limitado devido a sua toxicidade
e custo elevado (Alvar et al., 2006). Além desses, a miltefosina oral também é usada,
mas apresenta acao espécie-dependente (Soto et al., 2004; Yardley et al., 2005). Em
geral, os agentes quimioterapicos disponiveis para o tratamento da leishmaniose sdo
limitados por problemas como toxicidade, eficacia variavel, resisténcia e alto custo,
fazendo-se necessaria a descoberta de novas opc¢des terapéuticas para o tratamento

da doenca (Uliana, Trinconi, Coelho, 2017).

1.2 Epidemiologia da leishmaniose

A leishmaniose € uma das principais doencas tropicais negligenciadas. Ela
afeta principalmente pessoas pobres e esta associada principalmente a espécie
infectante do parasito e ao sistema imunoldgico debilitado do hospedeiro. A
Organizacéo Mundial da Saude (OMS) estima que entre 0,9 e 1,7 milh&o de pessoas
sejam infectadas todos 0s anos, mas apenas uma pequena fracéo delas desenvolvera
a doenca e 20,000-30,000 acabardo morrendo, em sua maioria por LV, quando ndo
tratada (WHO, 2015).
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A doencga estd amplamente distribuida nas areas tropicais e subtropicais do
planeta, sendo encontrada em paises da Europa, Africa, Asia e América (Alvar et al.,
2012). Segundo dados OMS, cerca de 97 paises encontram-se em areas endémicas
para a leishmaniose: 65 paises sao endémicos para LC e LV; 22 paises séo
endémicos apenas para LC; e 10 paises sao endémicos apenas para LV. Além disso,
em outros 4 paises ja foram relatados casos de LC ou LV (WHO, 2015).

Em 2015, 90% dos casos mundiais de LV foram reportados em sete paises:
Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o (Figura 2). Os 10 paises
com maior niumero de casos de LC relatados em 2015 foram: Afeganistdo, Argélia,
Brasil, Colémbia, Ird, Iraque, Peru, Republica Arabe da Siria, Tunisia e Iémen (Figura
3), que juntos representam 87% da incidéncia global de LC relatada. Ja a leishmaniose
mucocutanea apresenta maior prevaléncia nos paises: Brasil, Peru, Ardbia Saudita,
RepUblica Arabe da Siria e Tunisia (WHO, 2015).

Numero de novos casos
de VL reportados, 2015

N >1000
E 500- 999
B 100- 499
[ <100
CJo

[ Nenhum caso autéctone reportado
[] Nenhum dado
[] Néo se aplica

Figura 2 - Distribuicdo da leishmaniose visceral, 2015. Mapa adaptado da Organizacdo Mundial da
Saude (WHO, 2015).
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Numero de novos casos
de CL reportados, 2015

Nl >5000

B 1000-4999

I 100-999 [ Nenhum caso autéctone reportado .

3 <100 [ Nenhum dado /
o [] Néo se aplica

Figura 3 - Distribuicdo da leishmaniose cuténea, 2015. Mapa adaptado da Organiza¢cao Mundial da
Saude (WHO, 2015).

As principais espécies causadoras de leishmaniose cutanea no Velho Mundo
sao Leishmania (Leishmania) major e L. (L.) tropica, enquanto que no Novo Mundo as
espécies L. (L.) mexicana, L. (L.) amazonensis, Leishmania Viannia guyanensis, L.
(V.) panamensis e L. (V.) braziliensis sdo as mais importantes (McGwire, Satoskar,
2014). No Brasil, as espécies L. (V.) braziliensis, L. (V.) guyanensis e L. (L.)
amazonensis e, mais raramente, a L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi e L. (V.) shawi, sé@o
responsaveis por causar a doenga (do Vale, Furtado, 2005).

No Velho Mudo a forma visceral é causada pelas espécies L. (L.) donovani e L.
(L.) infantum e no Novo Mundo pela L. (L.) infantum, conhecida como L. (L.) infantum
chagasi (do Vale, Furtado, 2005; Kuhls et al., 2011; McGwire, Satoskar, 2014). No
Novo Mundo, a espécie L. (V.) braziliensis, bem como L. (V.) panamensis, L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis também podem causar a forma mucocutanea (Goto,
Lindoso, 2012).
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1.3 Leishmania

A Leishmania é um protozoério pertencente a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania e subgéneros Leishmania ou Viannia. Por
meio da analise de isoenzimas também foram definidos complexos de espécies (L.
mexicana, L. donovani, L. tropica, L. major, L. atethiopica, L. braziliensis, L.
guyanensis, L. panamensis, L. naiffi, L. lainsoni) dentro dos subgéneros (Rioux et al.,
1990; Bariuls et al., 2007; Kevric et al., 2015). Na figura 4 € apresentada a taxonomia

da Leishmania.

—_—
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__________________________________________________
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— ——
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L. tropica + L. major L. donovani + || L. mexicana - L. guyanensis
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Rioux et al. 1986 Wangctal. 1964 J|Casteliani & Chalmers 1919)Medina & Romero 1959 Velez 1913 | Herrer 1971 { Mesnil & Brimont 1908
—e——" —— S — '—
L. aethiopica L 2 L. infe oo L. is ++ L. shawi L. lindenbergi L. deanei E. monterogeii
Bray ct al. 1973 Strelkova etal. 1990 Nicolle 1908 Lainson & Shaw 1972 Lainson 1989 Silvcira ci al. 2002 Lainson & Shaw 1977 Shaw 1969
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L venezuelensis] L. colombiensis
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Yoshida ct al. 1993
» gt e )
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L. adleri L. agamae L. ceramodactyli [ L. chameleonis _L. davidi L. gymnodactyli | |“L. siamensis™++ |"L. australiensis”
Heisch 1954 " David 1925\ Adler & Theodor 1929 Wenyon 1921 Sirong 1924 (Chodukin & Sofiev 1940) | Sukmee ctal. 2008 )| Roseetal. 2004 |
—_—

‘

L. hoogstraali L. nicollei hali|| L. platycephala | |L. martiniquensis+++| L. enriettii
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Ranque 1973 Markov etal. 1964 Wenyon 1921 Andruchko & Markov 1955)|  Paperna etal. 2011 Telford 1979 Telford 1979 Kwakye-Nuako et al. 2015

Figura 4 - Taxonomia da Leishmania. Figura adaptada de Akhoundi e colaboradores (2016).

O parasito apresenta duas formas biolégicas (Figura 5). As formas flageladas
e moveis do parasito sdo chamadas de promastigotas (as quais sdo divididas em
promastigotas prociclicos e promastigotas metaciclicos). Elas sdo encontradas dentro

do flebotomineo, lugar onde multiplicam por fissédo binaria e progridem em diferentes
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estagios de diferenciacdo morfologicamente distintos para, finalmente, se tornarem
promastigotas metaciclicos nédo divisiveis e infecciosos que sdo transmitidas durante
0 repasto sanguineo do inseto vetor (Bafuls et al., 2007; Kaufer et al., 2017). No
interior do hospedeiro mamifero encontramos uma outra forma infecciosa chamada
de amastigota, a qual n&o possui flagelo exteriorizado e vive como forma intracelular
em uma variedade de células de mamiferos, principalmente em fagdcitos
profissionais, como macroéfagos (Love et al., 1998; Lipoldova, Demant, 2006; Bafiuls
et al., 2007; Kevric et al., 2015).

Promastigota prociclico Promastigota metaciclico

Amastigota

Figura 5 - Formas bioldgicas da Leishmania durante seu ciclo de vida. Imagens de microscépio
eletrdnico de varredura dos principais estagios do ciclo de vida da Leishmania: promastigotas
prociclicos e metaciclicos (formas flageladas encontradas no inseto vetor), e o amastigota (forma
intracelular encontrada no hospedeiro mamifero). Figura adaptada de Besteiro e colaboradores (2007).

1.3.1 Inseto vetor e transmissao da Leishmania

A transmissao do parasito envolve o inseto vetor flebotomineo que pertence a
ordem Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae e género Phlebotomus
no Velho Mundo ou Lutzomyia nas Américas. O flebotomineo é menor que um
mosquito, com tamanho médio de 1,5 a 2 mm, possui uma picada dolorosa e néo faz
barulho audivel (Dostélova, Volf, 2012; Kevric et al., 2015; WHO, 2015). Atualmente

existem em torno de 500 espécies conhecidas de flebotomineos, mas apenas cerca



32

de 30 delas foram identificadas como vetores da doenca (Bafiuls et al., 2007; WHO,
2015). Em algumas regibes do Brasil o vetor jA estd adaptado as areas
peridomiciliares devido a destruicdo do habitat silvestre natural causada pelo homem
(da Costa et al., 2007).

A transmissao da Leishmania ocorre no momento da picada do flebotomineo
fémea. Para obter as proteinas necessaria para o desenvolvimento de seus ovos, 0
flebtomineo realiza o repasto sanguineo infectando-se com parasitos contidos no
sangue do hospedeiro mamifero infectado e transmitindo para outro hospedeiro em
um novo repasto (WHO, 2015). A picada pode ocorrer de forma mais ativa do
anoitecer até o amanhecer, e geralmente na pele exposta dos bracos, pernas,
pescoco e face. A infeccdo também pode ocorrer via compartilhamento de agulhas,
transfusdo de sangue infectado (revisado por Cardo, 2006) ou transplacentariamente
(revisado por Figueiro-Filho et al., 2004), mas em menor frequéncia.

O ciclo de transmissdo das diferentes Leishmania envolve flebotomineos
espécie-especificos e reservatorios peridomésticos ou silvestres, como 0s cées e
roedores (Lipoldova, Demant, 2006; Kevric et al.,, 2015). Apesar da maioria das
leishmanioses serem doencas zoonoticas, as leishmanioses causadas por L. (L.)
tropica e L. (L.) donovani sdo uma excecao, sendo consideradas antroponéticas
(Bafiuls et al., 2007; WHO, 2015).

1.3.2 Ciclo biolégico de Leishmania

O ciclo de vida da Leishmania € complexo, sendo 0 parasito exposto a
diferentes ambientes extra e intracelulares. A infeccdo € iniciada quando o
flebotomineo fémea ingere sangue contendo macréfagos infectados com amastigotas
durante o repasto sanguineo no hospedeiro. O sangue infectado passa para a parte
posterior do intestino. Em seguida, os parasitos diferenciam-se em varios estagios de
desenvolvimento distintos a medida que migram do intestino posterior para a valvula
estomodeal (Figura 6). Esses estagios caracterizam-se por mudancas morfologicas

funcionais destinadas a garantir sua sobrevivéncia no flebotomineo (Kamhawi, 2006).
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Thoracic midgut

Stomodeal
valve

. Abdominal midgut

Il Procyclics, 24-48 hrs

I Nectomonads, 48-72 hrs
Leptomonads, 4-7 days

I Metacyclics, 5-7 days
Haptomonads, 5-7 days

Peritrophic matrix

Figura 6 - Ciclo de vida da Leishmania no vetor. llustragdo das diferentes formas morfologicas de
promastigotas ao longo do tempo dentro do flebotomineo. Figura obtida da revisédo de Kamhawi (2006).

Primeiramente, os amastigotas se diferenciam em formas promastigotas
prociclicas (formas lentas com flagelos curtos) e iniciam a multiplicacdo rapidamente
entre 24 e 48 h (Kamhawi, 2006). Essas formas sdo também relativamente resistentes
ao ataque de enzimas digestivas. As formas prociclicas entdo se diferenciam em
promastigotas nectombénadas - grandes formas cuja funcdo € escapar do
confinamento na matriz peritréfica (revestimento composto por quitina e proteinas
secretadas pelo epitélio do intestino para envolver o sangue digerido), migrando para
colonizar o intestino anterior e se acumulando na valvula estomodeal. A forma
nectombnada se desenvolve para promastigota leptoménada e essa inicia um
segundo ciclo de multiplicacéo no flebotomineo. A forma leptoménada entéo se fixa a
cuticula da valvula estomodeal (Gossage et al., 2003; Kamhawi, 2006). Finalmente o
parasito se diferencia mais uma vez, observando-se dois estagios: promastigotas
haptom6nadas e metaciclicos. A forma haptombnada apenas contribui para a
formacdo de um plugue na véalvula estomodeal, ao passo que 0s promastigotas
metaciclicos, o estagio infectivo, é altamente adaptado para transmissdo bem-
sucedida ao hospedeiro mamifero. Os metaciclicos possuem um corpo celular
pequeno com um flagelo alongado sendo rapidos e resistentes a lise mediada pelas
proteinas do complemento no hospedeiro (Kamhawi, 2006). O tempo necessario para
gue o parasito complete seu ciclo de vida no flebotomineo é de aproximadamente 6 a
9 dias, dependendo da espécie (Kamhawi, 2006).
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Durante o repasto sanguineo do flebotomineo, sdo liberados na pele do
hospedeiro em torno de 1000 parasitos enriquecidos nas promastigotas metaciclicos
(Rogers et al., 2004), que rapidamente séo fagocitados por células recrutadas para o
local da infeccdo, como neutrofilos, macrofagos e células dendriticas (revisado por
Scott, Novais, 2016). No interior dos macrofagos, os promastigotas metaciclicos se
diferenciam em amastigotas dentro do vacuolo parasitéforo (VP), principalmente
devido a exposicdo ao pH éacido do vacuolo (pH 4,5 a 6,0) e a temperatura do
hospedeiro que varia de 33 a 37 °C (Zilberstein, Shapira, 1994). E nesse ambiente
hostil que o amastigota ira se multiplicar por fissdo binaria, sendo capaz de romper as
células apOs excessiva multiplicacdo intracelular. Uma vez liberado no meio
extracelular, os parasitos infectam outros macréfagos ou demais fagocitos, assim
mantendo a infeccdo no hospedeiro (Ribeiro-Gomes et al., 2004, Murray et al., 2005;
Kobets et al., 2012). Um novo repasto sanguineo pode ocorrer, infectando o
flebotomineo com células infectadas ou mesmo amastigotas livres. O esquema do
ciclo biolégico da Leishmania envolvendo o hospedeiro humano esta representado na

Figura 7.
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Figura 7 - Ciclo biolégico da Leishmania. Promastigotas metaciclicos de Leishmania séo injetados
na pele durante o repasto sanguineo do flebotomineo fémea, sendo rapidamente fagocitados pelas
células fagociticas do hospedeiro mamifero. Em seguida, os promastigotas metaciclicos diferenciam-
se na forma amastigota nédo flagelada dentro do vacuolo parasitéforo da célula, dividindo-se por fissdo
binaria. Os amastigotas séo liberados na ruptura das células infectadas e podem entdo ser
fagocitadados novamente por macréfagos e outras células do hospedeiro, ou ingeridos pelo
flebotomineo durante um novo repasto sanguineo. Uma vez no inseto vetor, a forma amastigota
transforma-se na forma promastigota prociclica e apés diferentes estagios, atinge a forma de
promastigotas metaciclicos, podendo novamente ser transmitido para outro hospedeiro. Figura obtida
da revisdo de Kaye, Scott (2011).

1.4 Células envolvidas na infec¢céo por Leishmania

Os momentos iniciais da infeccdo pela Leishmania sdo cruciais para determinar
a evolucao da doenca (de Almeida et al., 2003). A pele € o principal 6rgédo envolvido
na infeccdo, onde as células residentes e inflamatorias desempenham um papel

crucial na resposta imune contra agentes patogénicos por meio da liberacdo de
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citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento (Fuhlbrigge, Kupper, 2004; Guerra et
al., 2010). Diversas células sdo importantes na imunobiologia da leishmaniose, como
neutrofilos, células dendriticas e macrofagos (Laskay et al., 2003, Kautz-Neu et al.,
2012) e até mesmo fagocitos nao profissionais, como por exemplo os fibroblastos
(Bogdan et al., 2000). Por ser um protozodrio intracelular obrigatério, essas células
séo indispensaveis para a sobrevivéncia, replicacdo e diferenciacdo do parasito (Liu,
Uzonna, 2012).

Os neutrdfilos sdo as primeiras células recrutadas ao local da infecgcéo (Ribeiro-
Gomes, Sacks, 2012). Acredita-se que eles possam servir como células hospedeiras
intermediarias utilizadas pelo parasito para entrar nos macrofagos, que fagocitam
neutréfilos em processo apoptotico. Este evento biolégico foi denominado o modelo
do “cavalo de Trdia” para descrever a entrada silenciosa da Leishmania nos
macréfagos (Laskay et al., 2003). Além disso, o parasito é capaz de induzir a formacéo
de armadilhas extracelulares de neutrofilos (NETs, do inglés neutrophil extracellular
traps), que séo redes compostas por DNA, elastase e histonas capazes de imobilizar
o parasito (Guimarées-Costa et al., 2009; Hurrell, Regli, Tacchini-Cottier, 2016).

As células dendriticas sao elementos-chave do sistema imunoldgico,
funcionando como sentinelas capazes de alertar as células T CD4+ da infeccao pela
Leishmania, dirigindo sua polarizacdo de modo a montar uma resposta imune eficaz
(Kautz-Neu et al., 2012). Essas células também atuam liberando citocinas como a
interleucina 12 (IL-12) e interferon (IFN) tipo 1, que induz a diferenciacéo das células
T naive em linfécitos T auxiliares do tipo 1 efetores (Thl, do inglés T helper 1)
importantes no combate a infeccdo (Mougneau, Bihl, Glaichenhaus, 2011).

Embora as células dendriticas tenham um papel importante na infeccdo, a
principal célula do hospedeiro envolvida na imunobiologia da leishmanose é o
macrofago (Handman, Bullen, 2002). ApGs a absorcéo inicial e a internalizacédo do
parasito pela célula no fagossomo, ocorre a fusdo com lisossomos gerando o
fagolisossomo — um ambiente hostil onde o parasito tera de sobreviver. Apesar do
fagolisossomo ser talvez um dos ambientes mais desafiantes para a maioria dos
agentes patogénicos, a Leishmania é um dos poucos protozoarios capaz de
sobreviver e se multiplicar nele (Lipoldova, Demant, 2006).

Quando em contato com a Leishmania, os macrofagos sao ativados para tentar
eliminar o patégeno intracelular. A ativacdo do macréfago geralmente é dividida em

dois espectros funcionalmente distintos: ativacdo classica e alternativa. A ativacao
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cladssica € mediada pelos produtos das células Thl e NK - em particular o IFN-y, que
estimula os macrofagos a produzirem éxido nitrico sintase induzivel (iNOS). Esta
enzima é responsavel por converter L-arginina e oxigénio em L-citrulina e 6xido nitrico
(NO), uma molécula importante na destruicdo de parasitos intracelulares (Kane,
Mosser, 2000; Gantt et al., 2001; Liu, Uzonna, 2012; Scott, Novais, 2016). Na auséncia
de IFN-y ou de produtos microbianos como o lipopolissacarideo (LPS), iINOS é
indetectavel no macrofago (Santos et al., 2006). Além disso, varias outras citocinas
inflamatorias, como IL-1[3, fator de necrose tumoral (TNF, do inglés tumor necrosis
factor), IFN-a e IFN-B também estao envolvidas na ativacdo de macrofagos e na
regulacéo positiva da expressdo de iINOS (Bronte, Zanovello, 2005; Liu, Uzonna,
2012; Scott, Novais, 2016).

Em contraste a ativacdo classica, a ativacdo alternativa de macrofagos é
induzida por citocinas de uma resposta celular do tipo Th2, como IL-4 e IL-13 que
geram um perfil de suscetibilidade a infeccdo (Hurdayal, Brombacher, 2014; Scott,
Novais, 2016). Outras citocinas que afetam negativamente a ativacdo classica dos
macrofagos séo IL-10 e o fator de transformacédo do crescimento beta (TGF-, do
inglés transforming growth factor beta) (Liu, Uzonna, 2012). Elas inibem a producao
de citocinas proé-inflamatérias, em particular o TNF (Gordon, 2003), o que prejudica a

resposta das células infectadas a Leishmania.

1.5 Mecanismo de evaséo da resposta imunologica

A persisténcia do parasito dentro dos macrofagos € determinada pelo balango
entre a habilidade da resposta imune dos macréfagos e a habilidade do parasito em
resistir aos mecanismos citotdéxicos de ativagdo destas células fagocitarias. Os
lipofosfoglicanos (LPG) e a glicoproteina 63 (GP63) na forma promastigota de
Leishmania sdo importantes para a fagocitose e subsequente sobrevivéncia
intracelular do parasito (Yao et al., 2003; Naderer, McConville, 2008). Essas moléculas
sdo alvo de varias opsoninas, como componente do complemento C3 (C3b/iC3b)
(Brittingham, Mosser, 1996) e a proteina de ligagcdo a manose (Green et al., 1994),
gue auxiliam na entrada na célula. Estudos também demonstraram que o LPG é capaz
de inibir a formacgéao do complexo de atague a membrana (MAC, do inglés membrane

attack complex) (Liu, Uzonna, 2012; Gupta, Oghumu, Satoskar, 2013), bem como
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inibir a fusdo do fagossomo com o lisossomo do macréfago (Kaye, Scott, 2011).
Concomitante a isto, a GP63 cliva o fator nuclear kB (NF- kB, do inglés nuclear factor
kappa B), modulando a resposta imune do hospedeiro (Kaye, Scott, 2011).

No estagio amastigota, demonstrou-se que 0s parasitos revestidos com
imunoglobulina G (IgG) do hospedeiro se ligam aos receptores Fc (FcyR) nos
macréfagos, facilitando a fagocitose (Miles et al., 2005). Além disso, estudos feitos
com amastigotas de varias Leishmania mostraram que essas formas possuem
mecanismos exclusivos para evadir a resposta microbicida (Cunningham, 2002; Kima
et al., 2007; Shio et al., 2012). Amastigotas de L. (L.) amazonensis, um dos agentes
causadores de leishmaniose cutanea no Brasil, s8o mais resistentes a morte
intracelular por macréfagos quando comparadas a outras espécies (Alexander,
Kaye,1985; Gomes et al., 2003; Qi et al., 2004; McMahon-Pratt, Alexander, 2004).
Esta espécie e outros membros do complexo L. mexicana sédo capazes de formar um
vacuolo parasitéforo gigante. Estes vacuolos servem como um "escudo", diluindo os
efeitos leishmanicidas das células, como o NO e as espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Wilson et al., 2008; Scott, Novais, 2016).

Outro mecanismo utilizado por amastigotas de L. (L.) amazonensis para inibir a
resposta do macrofago € a exposicdo de fosfolipidios que ligam anexina-V na
membrana do parasito, modulando a resposta imune da célula, semelhante ao que
acontece com a inibicdo mediada por celulas apoptéticas (Wanderley et al., 2006).
Segundo Franca-Costa e colaboradores (2012), o aumento na exposicdo destes
fosfolipidios na membrana do amastigota esta relacionado com sua capacidade de
infeccdo e com a manifestacdo clinica da doenca. Este mecanismo esta associado a
respsta imune do hospedeiro, uma vez que € observado apenas em infeccdo no
modelo de camundongo BALB/c (suscetivel a infecgdo) e ndo no modelo C57BL/6
(resistente a infeccdo) (revisado por Scott, Novais, 2016). Aléem disto, esta espécie
também € capaz de induzir a expresséo da proteina CD200 no macroéfago infectado,
modulando a resposta da célula contra o parasito (Cortez et al., 2011). Esse
mecanismo de evasao sera abordado com mais detalhes posteriormente.

As moléculas da Leishmania envolvidas nos mecanismos de evasao da
resposta imune do hospedeiro, como o LPG e a GP63, estdo presentes em sua
superficie ou podem ser liberadas pelo parasito durante a infecgdo. Uma das formas
de liberacdo dessas moléculas ocorre via vesiculas extracelulares (VES) produzidas

pela Leishmania (Silverman et al., 2010).
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1.5.1 Vesiculas extracelulares (VES)

As VEs sdo pequenas vesiculas esféricas delimitadas por uma bicamada
lipidica semelhante a membrana, conhecidas como exosomos e microvesiculas, que
podem ser liberadas de quase todos os tipos de células, induzidas por varios estimulos
ou espontaneamente (Cai et al., 2016). Os exossomos S80 pequenos, com um
tamanho entre 50 e 100 nm de diametro, sendo liberados por exocitose. Ja as
microvesiculas tém um tamanho maior entre 100 nm e 1 ym de didmetro e séo
liberadas a partir de brotamentos da membrana plasmatica
(Cocucci, Racchetti, Meldolesi, 2009). No interior destas vesiculas ha diversas
moléculas bioativas como lipideos, proteinas, DNA, mMRNAs e miRNAs (Kim et al.,
2015).

Estudos encontraram VEs no sobrenadante de uma variedade de células
cultivadas de mamiferos e patdégenos, incluindo a Leishmania (Silverman, Reiner,
2011). A analise protebmica destas vesiculas liberadas pelo parasito sugere que elas
contenham muitas, sendo todas as moléculas ja funcionalmente descritas como
fatores de viruléncia do parasito (Silverman et al., 2010; Silverman, Reiner, 2011).
Portanto, € possivel que as VES representem veiculos que permitam a entrada desses
fatores de viruléncia no citoplasma das células do hospedeiro, por meio da fusdo com

a membrana plasmatica celular ou com a membrana do fagolisossoma.

1.6 Glicoproteina de superficie CD200

Uma série de reguladores negativos controlam a ativacao excessiva de varias
vias imunes adaptativas e inatas no macrofago (Liew et al., 2005). A CD200
(originalmente OX2) € uma glicoproteina de membrana pertencente a superfamilia das
imunoglobulinas que é expressa em varios tipos celulares, principalmente em células
linfoides, neurdnios e células endoteliais (Barclay et al., 2002), mas ndo se encontra
expressa em macroéfagos (Hoek et al., 2000). Ela possui um dominio intracelular curto

(19 aa), sem nenhum motivo de sinalizacdo conhecido. No entanto, seu receptor



40

CD200R, presente em celulas da linhagem miel6ide como o macréfago, tem um
dominio citoplasmatico maior (67 aa) contendo trés residuos de tirosina (Wright et al.,
2000).

Em comparacdo com outras moléculas inibitorias, a via CD200-CD200R se
destaca por suas caracteristicas particulares. Ao contrario da maioria dos receptores
inibitérios que sinalizam via motivos de inibicdo do imunorreceptor baseado em
tirosina (ITIMs) e recrutamento de fosfatases, o CD200R utiliza uma via distinta. Uma
vez ativado o receptor (Figura 8), ocorre a fosforilacdo dos residuos de tirosina
presentes em sua porcao citoplasmatica, recrutando a proteina adaptadora Dok2 (do
inglés downstream of tyrosine kinase 2) (Mihrshahi, Brown, 2010). Entdo Dok2
fosforila a proteina ativadora GTPase de Ras (RasGAP, do inglés Ras GTPase-
activating protein) que bloqueia a quinase regulada por sinal extracelular (ERK, do
inglés extracellular signal-regulated kinase) e as proteinas quinase ativadas por
mitégeno (MAPK, do inglés mitogen-activated protein kinase) p38 e c-Jun N-terminal
quinase (JNK, do inglés JUN N-terminal kinase) (Hussell, Bell, 2014).

Célula endotelial
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Figura 8 - Modelo de imunomodulacédo por CD200-CD200R. Quando a CD200 expressa na
membrana de uma célula endotelial entra em contato com seu receptor CD200R presente na
membrana do macréfago, ocorre a fosforilacdo dos residuos de tirosina presentes na cauda
citoplasmatica do receptor. Em seguida, a proteina Dok2 se liga a terceira fosfotirosina ativando a
proteina RasGAP. RasGAP por sua vez inibe a via de ERK, p38 e JNK, e consequentemente a
producéo de citocinas pré-inflamatérias (adaptado do trabalho de Mihrshahi, Brown, 2010).
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A via CD200-CD200R tem sido descrita por participar de diversos processos
biolégicos. Na osteoclastogénese, a fusdo de macréfagos é indispensavel para a
diferenciacdo de osteoclastos (células encarregadas em absorver, degradar e
remodelar os o0ssos). Durante essa fusdo, os macréfagos expressam CD200.
Contudo, na sua auséncia a diferenciacdo de osteoclastos € reduzida, havendo um
aumento de massa 6ssea, prejudicando o processo de osteoclastogénese (Lee et al.,
2006; Cui et al., 2007).

Outro papel importante ocorre no sistema nervoso central (SNC) onde CD200-
CD200R controla a ativacdo da microglia (macrofagos residentes do SNC). Os
neurdnios expressam CD200 na membrana, que ligado ao CD200R da microglia, ativa
a via inibitéria. Na auséncia de CD200 no neurénio, a microglia fica ativada resultando
na agregacdo celular e levando a inflamacdo e neurodegeneracdo. Ademais, a
auséncia da via CD200-CD200R pode levar a susceptibilidade de doencas
autoimunes e inflamatoérias (Hoek et al., 2000).

A sinalizacao inibitéria de CD200-CD200R também tem sido associada ao
modelo de formacao de tumores e cancer. Estudos mostram que a ativacéo desta via
pode tanto estimular respostas antitumorais quanto suprimi-las, contribuindo para a
progressdo do tumor e/ou formacdo de metastases (Gorczynski et al., 2010, 2011,
2013; Erin et al. 2014). A supresséao da resposta antitumoral regulada por CD200 pode
nao sO ser mediada pelo proprio tumor, mas também pela expressdo de CD200 em
células de tecidos saudaveis (Rygiel et al., 2011). Além disso, a acdo da sinalizacao
gerada por CD200-CD200R provavelmente nédo esteja limitada apenas ao local de
crescimento do tumor, afetando também a tolerancia a antigenos tumorais em outros
tecidos (Kretz-Rommel et al., 2007). Portanto, o bloqueio de CD200R pode ser um
tratamento anticancerigeno altamente eficaz mesmo no caso de tumores negativos
para CD200 (revisado em Rygiel, Meyaard, 2012).

Estudos tém mostrado que alguns patdgenos possuem a capacidade de
controlar a regulacéo da via de sinalizacao inibitéria de CD200-CD200R, favorecendo
sua infectividade e sobrevivéncia no hospedeiro. O Toxoplasma gondii induz o
aumento da expresséao superficial de CD200R na microglia e de CD200 em células
endotélias dos vasos sanguineos (Deckert et al., 2006). Em camundongos deficientes
em CD200, as células microgliais exibiram um aumento da ativacao, proliferacdo e
maior expressdo do complexo principal de histocompatibilidade 1l (MHC I, do inglés
major histocompatibility complex 11), TNF-a e iINOS durante a infeccao crénica por T.
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gondii. Além disso, os camundongos selvagens apresentaram maior carga parasitaria
e mortalidade comparados aos camundongos deficientes em CD200 (Deckert et al.,
2006). Na infeccdo por Neisseria meningitidis, foi demonstrado que células do
hospedeiro induzem CD200, limitando dessa forma a ativagcdo do macréfago como
uma forma de se proteger frente a acao da infeccao sistémica (Mukhopadhyay et al.,
2010). Além desses patdgenos, outras bactérias (Chen, Marsden, Gorczynski, 2009),
virus (Karnam et al., 2012) e protozoarios como a Leishmania (Cortez et al., 2011)

também ja foram descritos por modular essa via.

1.6.1 CD200 e Leishmania

Em 2011, Cortez e colaboradores demonstraram que amastigotas de L. (L.)
amazonensis induzem no macrofago a expressdo da proteina CD200, capaz de
modular a resposta imunolégica da célula e consequentemente, prolongar a
sobrevivéncia do parasito intracelular. Concomitante ao aumento da expressao de
CD200 nos macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis, 0 estudo mostrou haver
uma inibicdo da expressao de iINOS e diminui¢do da producéao de NO, o que favorece
a multiplicacdo do parasito. O mesmo estudo também apontou que camundongos
deficientes em CD200 (CD2007) sdo mais resistentes a uma infecgdo por L. (L.)
amazonensis.

No entanto, nem todas as espécies de Leishmania induzem a expressdo de
CD200. Isso foi evidenciado quando Cortez e colaboradores mostraram que L. (L.)
major ndo tem a capacidade de induzir a expresséao desta proteina durante o processo
infectivo. Porém, quando se administrou CD200 soluvel in vitro, a capacidade de
infeccdo de L. (L.) major aumentou consideravelmente, apresentando uma cinética de
infeccdo semelhante a L. (L.) amazonensis (Cortez et al., 2011).

Também € importante ressaltar que a expressdao de CD200 ocorre de forma
precoce na infeccdo de macrofagos por Leishmania (1 h apds a infecgcdo). Isso
significa que os eventos iniciais como adesédo e fagocitose possam participar do
processo de inducdo desta molécula. Ademais, receptores no macréfago que
participam do reconhecimento de patégenos poderiam também ser importantes para
este evento. Até entdo, este é o Unico trabalho relacionando esta glicoproteina de
membrana com infec¢gbes por Leishmania, o que torna muito importante o estudo e

entendimento desde mecanismo.
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1.7 Receptores do tipo Toll (TLRs)

A interacao inicial entre macréfagos e patdgenos invasores como Leishmania
acontece por meio de receptores de reconhecimento padrao (PRRs, do inglés pattern
recognition receptors) presentes na célula, capazes de reconhecer
estruturas/antigenos especificos e ativar vias de transducdo de sinal intracelulares.
Existem muitas familias de PRRs, algumas que estdo ligadas a membrana
citoplasmatica e endossomal, tais como receptores tipo Toll (TLRs, do inglés Toll like
receptors) e outros que sao citosélicos, como receptores tipo NOD (NLRs, do inglés
NOD-like receptors) (Macleod, Bryant, 2017).

Os TLRs sédo glicoproteinas transmembrana que regulam a resposta da
imunidade inata de mamiferos identificando padrdes moleculares associado a
patbgenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular pattern) como
proteinas, acidos nucléicos (DNA/RNA), glicolipideos, peptidoglicanos e
lipopeptideos, encontrados em microrganismos (Medzhitov, Janeway, 1997; Kumar et
al., 2011). Além dos PAMPs, estes receptores também sdo capazes de reconhecer
padrées moleculares associados a dano celular (DAMPs, do inglés damage-
associated molecular patterns). Os DAMPs sdo moléculas liberadas por células
estressadas ou necréticas e atuam como sinais de perigo enddégeno para promover e
exacerbar a resposta inflamatéria (Sachet, Liang, Oehler, 2017).

Os perfis de expressao dos TLRs variam de acordo com os tecidos e tipos
celulares. Até entdo sédo descritos treze TLRs em mamiferos, sendo dez deles no
homem (TLR1 ao TLR10) e doze em camundongos (TLR1 ao TLR9, TLR11, TLR12 e
TLR13) (Saitoh, Miyake, 2009; O'Neill, Golenbock, Bowie, 2013). Em sua maioria
estdo localizados na membrana plasmatica, com excecdo de TLR3, TLR7, TLRS,
TLR9 e TLR13 que estdo localizados em compartimentos endossomais (lwasaki,
Medzhitov, 2004; O'Neill, Golenbock, Bowie, 2013).

A sinalizagdo utilizada pelos TLRs consiste de duas vias distintas, uma via
dependente da proteina de diferenciagdo mieloide 88 (MyD88, do inglés myeloid
differentiation primary response gene 88), que leva a producdo de citocinas
inflamatorias, e uma via independente de MyD88, associada a inducéo de interferon
(IFN). A via dependente de MyD88 € comum a todos os TLRs, exceto TLR3 (via
independente de MyD88), que utiliza a proteina adaptadora que contém o dominio

TIR indutor de interferon $ (TRIF, do inglés TIR-domain-containing adapter-inducing
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interferon-B). TRIF também pode ser recrutada por TLR4, que é capaz de utilizar
ambas as vias (Fournieri, Philpott, 2005; West et al., 2006; Sasai, Yamamoto, 2013).
ApdOs o reconhecimento de antigenos especificos, o complexo receptor/proteina
adaptadora ativa a transducdo de sinal via essas moléculas adaptadoras e
desencadeia a ativacéo de fatores de transcricdo, como a proteina ativadora 1 (AP-1,
do inglés activator protein 1), os fatores reguladores de interferon (IRFs, do inglés
interferon-regulatory factors), a proteina de ligagéo ao elemento de resposta ao AMP
ciclico (CREB, do inglés cyclic AMP-responsive element-binding protein) e o NF-kB.
Esses fatores de transcricdo irdo ao nucleo e ativardo a transcricdo de genes de
diversas citocinas como o TNF e IFN (Dalton et al., 1993; Fournieri, Philpott, 2005),
assim como a inducéo da expressédo de INOS (Kane, Mosser, 2000; Gantt et al., 2001).

Essa via de sinalizacéo esta detalhada na figura 9.
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Figura 9 — Vias de sinalizacdo celular mediadas por TLRs. A sinalizacdo de TLR € iniciada apés o
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adaptador-like protein), ou ao dominio TIR das proteinas TRIF e da molécula adaptadora relacionada
a TRIF (TRAM, do inglés TRIF-related adaptor molecule). Estas proteinas adaptadoras ativam a
transducdo de sinal envolvendo interac8es entre as quinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAKSs,
do inglés IL-1R-associated kinases) e a molécula adaptadora dos fatores associados ao receptor de
TNF (TRAFs, do inglés TNF receptor-associated factors), levando a ativacdo de JNK e p38, e
consequentemente o direcionamento ao ndcleo de fatores de transcricdo como AP1, CREB, IRFs e NF-
kB. Uma consequéncia importante da sinalizacdo da via de TLR é a inducdo de citocinas pro-
inflamatérias e de IFN. Siglas: dsRNA, RNA dupla fita; IKK, quinase de inibidor da NF-kB; MKK, MAP
quiinase quinase; RIP1, proteina 1 de interacao com o receptor; rRNA, RNA ribossémico; ssRNA, RNA
fita simples; TAB, proteina de ligagcdo a TAK1; TAK, quinase ativada por TGFB; TBK1, quinase 1 de
ligacdo a TANK. Figura obtida da revisdo de O'Neill, Golenbock, Bowie (2013).

1.7.1 TLR e Leishmania

Na imunobiologia da Leishmania, varios TLRs tém sido estudados e implicados
tanto na resisténcia quanto na susceptibilidade ao parasito (Tuon et al., 2008; Soong,
2012). Os TLRs primeiramente foram associados ao controle da infec¢do, onde se
verificou a importancia de TLR2 e TLR4, bem como da molécula adaptadora MyD88
no desenvolvimento da resposta pro-inflamatéria contra o parasito (Hawn et al., 2002;
Debus et al., 2003; de Veer et al., 2003; Li et al., 2004). Posteriormente também foi
mostrado que TLR3 participa tanto do reconhecimento de promastigotas de L. (L.)
donovani por macréfagos ativados por IFN (Flandin, Chano, Descoteaux, 2006) como
também no reconhecimento de dsRNA viral de leishmaniavirus (LRV) em L. (V.)
guyanensis (Hartley et al., 2012).

No estudo de Franco e colaboradores (2017) foi mostrado que a Leishmania
€ capaz de induzir a autofagia na célula infectada via TLRs. O grupo mostrou que L.
(L.) major necessita dos TLRs endossomais (TLR3, 7 e 9) e de MyD88 para induzir a
autofagia no macréfago. Além disso, a auséncia desses TLRs também implicou em
um aumento na multiplicagdo intracelular do parasito. Em outro trabalho mostrou-se
que ao reconhecer o DNA de Leishmania o TLR9 induz o aumento a produgéo de IL-
12 e da lise especifica de células alvo por meio da ativacdo de células NK (Liese et
al., 2007, Schleicher et al., 2007). Além disso, camundongos deficientes em TLR9 s&o
mais suscetiveis a infec¢do por Leishmania, apresentando aumento no tamanho da
lesé@o e na carga parasitaria (Liese et al., 2007, Weinkopff et al., 2013).

A Leishmania ainda utiliza varias outras proteinas do hospedeiro para regular
a sinalizagéo dos TLRs. O estudo de Gupta e colaboradores (2014) mostrou que L.
(L.) donovani inibe a degradacdo TRAF3, um passo importante e necessario para a

sinalizacdo de TLR4. Além disso, L. (L.) amazonensis regula negativamente a
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sinalizacdo de TLR4 degradando proteinas da via de sinalizag¢éo intracelular, como
STAT, ERK e IRF (Xin et al., 2008), enquanto que o inibidor de serino peptidase 2
(ISP2, do inglés inhibitor of serine peptidase 2) de L. (L.) major mostrou inibir a
ativacdo de TLR4 pela elastase de neutrofilos (Faria et al., 2011).

Contudo, a Leishmania também possui a capacidade de utilizar a resposta
imune inata do hospedeiro a seu proprio favor. Estudos revelaram que o TLR2
favorece a infeccao por L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis (Vargas-Inchaustegui
et al., 2009; Guerra et al., 2010). A delecdo do receptor permite uma maior ativacao
de células dendriticas e linfécitos T CD4+, assim como um aumento da producéo de
interleucinas como IL-12, IL-10 e também de IFN-y. Além disso, camundongos TLR2"
I- apresentaram lesdes atenuadas apos a infeccédo por L. (V.) braziliensis (Vargas-
Inchaustegui et al., 2009) e L. (L.) amazonensis (Guerra et al., 2010). Ja em outro
estudo, a infeccdo com promastigotas de L. (L.) amazonensis levou a ativacdo da
expressdo da proteina quinase dependente de dsRNA (PKR, do inglés dsRNA-
dependent protein kinase), uma proteina antiviral classica. O tratamento de
macrofagos com dsRNA sintético poly (I:C), um agonista de TLR3 e potente indutor
de PKR, aumentou o crescimento intracelular do parasito via um mecanismo mediado
por IL-10 (Pereira et al., 2010).

1.7.2 TLR e CD200

A molécula CD200 ja foi descrita ser induzida via TLRs e NLRs em macrofagos.
Em um estudo de Mukhopadhyay e colaboradores (2010) mostrou-se que CD200,
juntamente com seu receptor CD200R, apresenta um papel chave na inibicdo da
ativacdo de macrofagos em um contexto de infecgdo por Neisseria meningitidis. A
bactéria induz a expressao de CD200 em macrofagos de maneira dependente de
TLR4 e MyD88, bem como de NOD2, da proteina 3 que contém os dominios NACHT,
LRR e PYD (NALPS3, do inglés NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3)
e de NF-kB, evitando uma resposta imunoldgica exacerbada (Mukhopadhyay et al.,
2010).

Em outro estudo, Sato e colaboradores (2004) mostraram, em um modelo de
osteoclastogénese, que a ativacdo de TLR2/6 e TLR4, bem como do receptor de IL-1
(IL-1R), com posterior ativacdo da via MyD88—PKC-MEK/ERK, induz a expressao do
receptor ativador de NF-kB (RANK, do inglés receptor activator of nuclear factor kB).
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Ademais, quando macréfagos séo tratados com o ligante de RANK (RANKL), ativando
o0 receptor, as células expressam CD200 de forma dose dependente (Cui et al., 2007).
Isso sugere que a via de TLRs, juntamente com a via de RANK, poderiam estar

envolvidas na indugcao de CD200 por L. (L.) amazonensis.

Apesar da via de TLRs ter sido descrita como importante na modulacdo da
resposta a Leishmania, a direta relacdo entre a ativagédo destes receptores e a inducao
de CD200 por L. (L.) amazonensis ndo havia sido investigada. Nossa hipétese é que
se os TLRs sédo receptores importantes para o reconhecimento de patégenos pela
célula hospedeira (eventos iniciais na infec¢édo), entao estes receptores sinalizadores
poderiam ter alguma participacdo na inducdo de moléculas imunomodularoras de

regulacdo intracelular local, como a indugcédo de CD200 na célula infectada.
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2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel dos Receptores do Tipo Toll (TLRs) na inducdo de CD200 em macréfagos
infectados por L. (L.) amazonensis.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar o perfil de inducéo e identificar a localizagéo celular de CD200 em

macrofagos infectados com L. (L.) amazonensis.

e Avaliar se a via de inducdo de CD200 é dependente de TLRs em macréfagos

infectados com L. (L.) amazonensis.

e Avaliar a importancia dos TLRs envolvidos na indugcéo de CD200 na infeccéo

de camundongos com L. (L.) amazonensis.

¢ I|dentificar a molécula de L. (L.) amazonensis responsavel pela indu¢cdo CD200

em macréfagos.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Cultura de Leishmania

Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foi mantida sob a
forma promastigota em meio Grace (Vitrocell), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) inativado (Vitrocell). As culturas foram mantidas em garrafas de 25 cm?
contendo 5 mL de meio, a 25 °C, em estufa para demanda bioquimica de oxigénio
(BOD). A manutencdo das culturas foi feita por meio de repiques semanais, com um
numero inicial de 5 x 10° promastigotas por garrafa, respeitando o nimero maximo de
sete passagens. Curvas de crescimento foram feitas para monitorar o crescimento do
parasito, realizando a contagem do numero de promastigotas em camara de

Neubauer durante todos os sete dias (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de crescimento em meio de cultura de promastigotas de L. (L) amazonensis.
Os promastigotas foram lavados 2 vezes com PBS, contados e 1 x 10° parasitos foram adicionados a
5 mL de meio Grace suplementado com 10% de SFB, mantidos a 25 °C. Foram realizadas contagens
diarias ao longo de sete dias. Cada ponto da curva representa o valor de parasitos/mL resultante da
contagem no dia indicado. Os resultados correspondem a média e desvio padréo. (n = 3).

Para gerar amastigotas axénicos de L. (L.) amazonensis, culturas de fase
estacionaria enriquecidas em formas promastigotas metaciclicas (culturas do sétimo
dia nas condi¢Bes do laboratério) em meio Grace foram colocadas em igual proporcéo
(1:1) com meio amastigota (AA) composto de meio M199 (Cultilab) suplementado com
glicose (0,25%), tripticase (0,5%), adenina (0,1 mM), hemina (2,5 mg/L), tampao
succinato de sodio (40 mM, pH 4)5), L-glutamina (2mM), SFB (20%) e
penicilina/estreptomicina (5%), com pH final de 5,2. A cultura foi mantida a 25 °C e,
apos 16-18 h, a cultura foi colocada em estufa de 33 °C para transformagéo completa

das formas amastigotas axénicas.
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Para obtencdo de amastigotas de lesdo, camundongos isogénicos C57BL/6
foram infectados na pata traseira esquerda (coxim plantar) com 1 x 10° promastigotas
de fase estacionaria de L. (L) amazonensis. Os animais infectados foram
acompanhados uma vez por semana, sendo a lesdo medida com um paquimetro.
ApoOs 5 semanas, 0s animais foram eutanasiados em camara de COz2, segundo as
diretrizes de préatica de eutandsia do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), a lesao foi retirada da pata, e os amastigotas
purificados e utilizados para os ensaios.

Para purificar os amastigotas, a pata foi retirada e imergida em alcool 70 °GL
por 10 min. Apds, a pata foi colocada por 2 min em tampao fosfato salino (PBS) pH
7,4, e em seguida a leséo foi retirada e colocada em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich).
Com o auxilio de um macerador de tecido potter-elvehjem, as células contendo os
parasitos foram dissociadas e passadas por uma peneira celular com poro de 70 pm.
Em seguida o contetdo foi submetido a uma centrifugacao inicial a 2095 x g por 10
min. ApOs descartar o sobrenadante, o material centrifugado foi ressuspendido em
PBS, centrifugado a 60 x g por 10 min e o sobrenadante foi submetido a 3
centrifugagcbes de 2095 x g por 10 min. Entre cada centrifugagdo, o contetdo foi
homogeneizado em agitador vortex por 15 seg. No final, os amastigotas foram
ressuspendidos em meio RPMI 1640 e utilizados para infectar os macréfagos.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 8 a 12
semanas de idade. Para alguns experimentos, camundongos C57BL/6 deficientes
para as proteinas TLR2, TLR3, TLR4, TLR9, MyD88 e TRIF foram utilizados. Os
animais foram mantidos sem restricao hidrica ou dietética, em ciclos claro/escuro sob
temperatura de 22 a 25 °C, no Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento
de Parasitologia. O protocolo para o0 uso de animais foi aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais (CEUA), registrado sob o n° 95 nas fls. 03 do livro 09 para
uso de animais em experimentac¢ao, em 13/08/2013.
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3.3 Cultivo de células L929 e obtencédo do sobrenadante

Os fibroblastos pertencentes a linhagem celular L929 s&o conhecidos por
secretarem o fator estimulador de colénia de macréfagos (M-CSF), um fator
importante para a diferenciagdo dos macrofagos derivados de medula 6ssea. Para
obtencado do sobrenadante de cultura enriquecido do fator, as células foram cultivadas
em 15 mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB, em garrafa de 75
cm?. As células foram mantidas a 37 °C, na presenca de 5% COg2, por 7 dias ou até
atingirem méaxima confluéncia. Apds, a cultura foi lavada 2 vezes com PBS e 3 mL de
tripsina 0,05% foram adicionados mantendo as células por 5 min a 37 °C, para soltar
as células da garrafa. A reacéo foi bloqueada apés adicionar 7 mL de meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB, parando a acdo da enzima. As células foram
ressuspendidas e divididas em 20 garrafas de cultura celular de 175 cm? contendo 40
mL de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB. Apds 14 dias mantidas a
37 °C, na presenca de 5% COz2, o sobrenadante das culturas foi coletado, centrifugado
a 524 x g por 10 min, filtrado em filtro de 0,2 um e conservado em aliquotas a -20 °C

até o momento do uso.

3.4 Macroéfagos

Células isoladas da medula éssea de camundongos foram diferenciadas em
macréfagos, segundo protocolos previamente publicados (Lutz et al., 1999; Cortez et
al., 2011). Brevemente, os camundongos C57BL/6 Wild Type (WT), TLR2", TLR3",
TLR47, TLR9”-, MyD88"- e TRIF- foram eutanasiados em camara de CO2. Os fémures
e tibias foram entéo retirados e imergidos em alcool 70 °GL por 2 min, seguido por
imersdo em PBS. As duas epifises foram cortadas, nas quais injetou-se pelas
extremidades 5 mL de meio RPMI 1640 para lavagem e obtencédo de celulas da
medula 6ssea. A suspensao de células foi centrifugada a 230x g por 10 mina 4 °C e
apos ressuspendidas em meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SFB, HEPES
(1 mM), bicarbonato de sédio (0,4 g/L), piruvato de sodio (100 uM), L-glutamina (2
mM), Penicilina G (100 U/mL) / Estreptomicina (100 pg/mL). Para diferenciar em
macrofagos, adicionou-se 20% de sobrenadante de células L929. As células foram

cultivadas em placas de Petri a uma concentracdo de 4 x 108 células em um volume
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de 10 mL e incubadas a 37 °C por 4 dias na presenca de 5% CO2. No quarto dia foram
adicionados mais 10 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 20% de SFB e 20%
de sobrenadante de células L929 a placa. No sétimo dia de cultura, os macrofagos
aderidos foram removidos por raspagem e utilizados para os ensaios. A viabilidade
das células foi avaliada utilizando azul de tripan (0,04%) (Sigma-Aldrich), em camara
de Neubauer. As células apresentando coloragédo azul foram consideradas inviaveis,

nao sendo contadas.

3.5 Infecgao experimental in vitro

Os ensaios de infecgéo in vitro foram realizados em placas de 6 pogos contendo
2 x 10® macroéfagos por poco em 2 mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10%
de SFB e 5% de sobrenadante de células L929. As células foram entéo incubadas por
24 h, a 37 °C, na presenca de 5% CO:2. Apos, os macrofagos foram infectados por 1
h, a 33 °C, na presenca de 5% CO2, com amastigotas de L. (L.) amazonensis, na
proporcao de 2 parasitos por célula (MOI 2, do inglés multiplicity of infection). Ao final,
o meio foi retirado e os macrofagos foram lavados 2 vezes com PBS para remover 0s
parasitos ndo fagocitados. As células entdo foram tratadas com tampao de lise celular
[Tris (25 mM), NaCl (150 mM), EDTA (1 mM), NP-40 (1%), glicerol (5%), pH 7,4]
(Thermo Fisher Scientific), suplementado com coquetel de inibidores de proteases
(Halt Protease Inhibitor Single-Use Cocktail, P78430, Thermo Fisher Scientific), para
a extracao de proteinas.

Para os ensaios de quantificacdo da infeccéo in vitro, 2 x 10° macréfagos em 1
mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 5% de sobrenadante de
células L929, foram colocados em cada poc¢o contendo laminulas de vidro redondas
de 13 mm em placas de 24 pocos. As células foram entéo infectadas com amastigotas
de L. (L.) amazonensis por 1 h. A seguir, foram lavadas e meio novo foi adicionado,
mantendo a infeccdo até 96 h. Ao final de cada tempo de infeccdo, as células foram
lavadas 2 vezes com PBS e preparadas para microscopia de imunofluorescéncia. A
quantificacdo da infeccéo foi feita a partir da contagem minima de 300 células por
laminula, com triplicatas técnicas e biolégicas. Nos ensaios onde foi verificada a
importancia da fagocitose para indugcao de CD200, foi realizada uma contagem
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diferencial, quantificando o numero de parasitos internalizados e/ou apenas
associados (em contato) com célula.

Em alguns ensaios os tempos de infeccdo variaram. Para sincronizar a
infeccéo, as células com os parasitos foram mantidas 30 min em gelo, antes de serem
colocadas a 33 °C. As diferentes MOls também foram avaliadas, utilizando 2, 5, 10 e
20 amastigotas por macréfago. Os ensaios que utilizaram tratamentos prévios a

infeccéo estao descritos a seguir.

3.6 Incubacédo de macrofagos

Em todos os ensaios, os macrofagos foram mantidos em meio RPMI 1640
suplementado com 10% de SFB. Os tratamentos foram sempre realizados a 37 °C, na
presenca de 5% de CO2. Os ensaios onde houve a infec¢do dos macréfagos com
amastigotas de L. (L.) amazonensis foram feitos a 33 °C, na presenca de 5% de COz,

utilizando um MOI 2.

3.6.1 Avaliagdo da importancia da fagocitose na indugéo de CD200

Para verificar a importancia da internalizacao (fagocitose) dos amastigotas na
inducéo de CD200, os macréfagos foram pré-tratados por 30 min com Citocalasina D,
2 UM (Sigma-Aldrich). A seguir, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para
retirada da droga e entéo infectadas com amastigotas de L. (L.) amazonensis. Apos 1
h, as células foram lavadas com PBS e preparadas para extracdo de proteinas e/ou

para a técnica de imunofluorescéncia.

3.6.2 Avaliacdo da importancia da viabilidade do amastigota na inducédo de CD200

Nos ensaios para verificar a importancia da viabilidade do amastigota no
processo de indu¢do de CD200 em macréfagos, os parasitos (apos extraidos da
lesé@o) foram fixados com paraformaldeido 4% por 10 min; ou inativados por calor, a
65 °C, por 45 min (Lima-Junior et al., 2013). Em seguida, foram lavados com PBS 2

vezes, contados e utilizados para infectar os macrofagos por 1 h. Ao final, as células
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foram lavadas com PBS e preparadas para extracao de proteinas e/ou para a técnica

de imunofluorescéncia.

3.6.3 Avaliacdo da inducdo de CD200 por agonistas de TLRs e DNA de L. (L.)
amazonensis

Nos ensaios utilizando diferentes agonistas de TLRs, os macrdofagos foram
incubados por 1 h em meio contendo 1 pg/mL de: peptideoglicano (PGN,
Staphylococucs aureus), LPS (Escherichia coli cepa 0111:B4), acido poli-inosinico
(poly I:C, andlogo de dsRNA) ou dinuceotideos citosina-fosfato-guanina (ODN CpG
classe A). Todas os agonistas foram obtidos da empresa InvivoGen.

Os macréfagos também foram incubados na presenca de DNA de amastigotas
axénicos, extraido com o kit GenElute™ (Sigma-Aldrich) de acordo com protocolo do
fabricante e quantificado em espectémetro NanoDrod 2000/2000c (Thermo Fisher
Scientific). As concentracdes de DNA utilizadas foram de 0,1 a 1 pg/mL, como descrito
nos resultados.

Apoés 1 h de incubacao, as células foram lavadas com PBS e preparadas para

extracdo de proteinas.

3.6.4 Avaliacdo da participacao de diferentes vias de sinalizagdo celular na indugéo
de CD200 por L. (L.) amazonensis

Nos ensaios utilizando diferentes inibidores das vias de sinalizagao
relacionadas aos TLRs, os macrofagos foram pré-tratados por 1 h com Triptolide (100
nM), Z-VAD-FMK (10 pg/mL), 2-Aminopurina (5 mM), AZD1480 (3,5 ug/L), PD98059
(50 uM). Todas as drogas foram obtidas da empresa InvivoGen.

Para verificar a importancia do calcio na inducdo de CD200 por amastigotas de
L. (L.) amazonensis, os macrofagos foram pré-tratados por 1 h com BAPTA (10 uM)
ou Tapsigargina (1 uM) (ambas drogas da Sigma-Aldrich).

Nos ensaios de inibicdo de vias relacionadas ao processamento do conteudo
no interior do fagolisossoma dependendo de lisossoma, proteassoma ou autofagia, 0s
macrofagos derivados de medula éssea foram pré-tratados por 1 h com os inibidores
Bafilomicina A1 (50 nM) com Leupeptina (50 uM), 3-Metiladenina (3MA) (50 uM) e
MG132 (10 uM), respectivamente. Todas as drogas obtidas da Sigma-Aldrich.
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Apés os tratamentos, as células foram infectadas por 1 h com amastigotas de
lesdo de L. (L.) amazonensis, e em seguida, lavadas com PBS e preparadas para

extracdo de proteinas como ja descrito.

3.6.5 Modulacéo dos niveis proteicos de iINOS e da producédo de NO

Para verificar a modulacdo nos niveis proteicos de INOS, bem como da
producdo de NO nas células infectadas por L. (L.) amazonensis, os macrofagos foram
pré-tratados por 6 h com LPS 500 ng/mL (InvivoGen), lavados 3 vezes com PBS e
infectados com amastigotas de L. (L.) amazonensis (MOI 2) por 1 h; ou tratados com
CD200-Fc 4 pg/mL (R&D); ou tratados com DNA de amastigotas axénicos (1 pg/mL).
As células foram mantidas a 33 °C, na presenca de 5% de COz, por 42 h. Ao final, o
sobrenadante foi utilizado para quantificar os niveis de nitrito (NO2-) e a proteina total

utilizada para analisar os niveis de expresséao de iNOS.

3.7 Western blot e imunoprecipitacao

As amostras de proteinas dos ensaios foram quantificadas pela técnica BCA-
Pierce e 20 ug de proteina foram analisadas em gel de poliacrilamida-SDS 12% por
eletroforese no Sistema BioRad. ApGs migracéo, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, incubadas com anticorpo primario especifico para as
proteinas de interesse — CD200R (R&D Systems), NF-kB (Abcam), ERK (Cell
Signaling Technology), P-ERK (Cell Signaling Technology), iINOS (Abcam) e Actina
(Imuny-VBP Biotecnologia) - e em seguida tratadas com anticorpos secundarios
especificos (anti-lgG de cabra, anti-lgG de camundongo e anti-IgG de coelho)
conjugado a peroxidase (Imuny-VBP Biotecnologia). As membranas foram tratadas
com o kit de quimioluminescéncia (Thermo Fisher Scientific) e entdo reveladas em
sistema ChemiDoc (BioRad), utilizando software ImageLab (BioRad).

A deteccao da proteina CD200 foi feita utilizando o kit de imunoprecipitacao
Pierce Crosslink como descrito pelo fabricante (Thermo Fisher Scientific). Para a
técnica, foram utilizados 100 pg de proteina total de cada amostra, sendo incubadas
em colunas contendo proteina A/G ligada ao anticorpo CD200 (R&D Systems). Apds,

as amostras foram analisadas por Western blot, utilizando anticorpo anti-CD200 feito
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em cabra (R&D Systems), seguido de incubagdo com anticorpo secundario (anti-IgG
de cabra) conjugado a peroxidase (Imuny-VBP Biotecnologia). Antes da
imunoprecipitacdo, 20 pg de cada amostra foram separados para realizar um Western
blot contra Actina, a fim de verificar se a mesma quantidade de proteina total foi

colocada em cada coluna (INPUT).

3.8 Imunofluorescéncia

As laminulas de vidro contendo os macrofagos infectados foram fixadas por 10
min em 4% de paraformaldeido/PBS, lavadas 3 vezes com PBS e tratadas com 50
mM NH4Cl por 15 min. Apdés o tratamento, as células foram lavadas 5 vezes com PBS,
permeabilizadas e bloqueadas com uma solu¢cédo de saponina (0,1%) / albumina
bovina sérica (0,1%), contendo azida de sédio (0,1%) em tampao Tris salina (TBS).
As células foram incubadas com solucdo de permeabilizacdo e blogueio por 2 h na
presenca de anticorpos primarios: anti-LAMP-1 de camundongo produzido em rato (e
anti-Leishmania produzido em coelho. Apés foi feita a incubacdo por 1 h com os
respectivos anticorpos secundérios: Alexa-Fluor 568 e Alexa-Fluor 488 (Invitrogen). O
material genético da célula hospedeira e do parasito foi marcado com DAPI 10 pg/mL
(Sigma-Aldrich) por 1 h. As laminulas foram montadas em laminas contendo ProLong
Diamond (Thermo Fisher Scientific).

Nos ensaios realizados para verificar a importancia da fagocitose na inducéo
de CD200 nos macréfagos infectados, as células foram apenas bloqueadas com uma
solucdo de albumina bovina sérica (0,1%), contendo azida sédica em tampdao Tris
salina (TBS). Para a marcagdo com o0s anticorpos, as laminulas foram incubadas com
esta solucdo de bloqueio por 2 h na presenca do anticorpo primario anti-Leishmania
produzido em coelho. Apds foi feita a incubac&o por 1 h com o respectivo anticorpo
secundario Alexa-Fluor 488. O material genético da célula hospedeira e do parasito
foi marcado com DAPI 10 pg/mL por 1 h, junto com faloidina conjugada com Texas
Red-X (Thermo-Scientific) - utilizada para a marcacgao de actina. A seguir, as laminulas
foram montadas em laminas contendo ProLong Diamond e visualizadas por

microscopia de fluorescéncia.
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As imagens foram adquiridas em um microscépio de fluorescéncia
DMI6000B/AF6000 (Leica) acoplado a um sistema de camera digital (DFC 365 FX) e
analisadas com o programa Image J.

Para avaliar a inducdo de CD200 nos macroéfagos infectados, as células foram
incubadas overnight (12 — 18 h) a 4 °C, com anticorpo monoclonal anti-CD200
conjugado ao fluorocromo BV421 (BD Biosciences) e incubadas por 2 h com o
anticorpo policlonal anti-CD200R produzido em cabra, seguido do respectivo anticorpo
secundario Alexa-Fluor 488 (Invitrogen). O material genético da célula hospedeira e
do parasito foi marcado com iodeto de propideo 10 pg/mL (Sigma-Aldrich) por 1 h. As
laminulas foram montadas em laminas contendo ProLong Diamond (Thermo Fisher
Scientific). As imagens foram adquiridas em um microscopio Confocal Zeiss LSM 780-
NLO, no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-USP).

3.9 Producao de Oxido Nitrico

Para avaliar a producéo de éxido nitrico (NO) celular durante a infeccao e/ou
0s tratamentos, o sobrenadante das culturas foi utilizado para a quantificacao de nitrito
(produto da reacdo de NO com oxigénio) utilizando kit especifico (Measure-iT High-
Sensitivity Nitrite Assay Kit - Molecular Probes). A emissao da fluorescéncia foi medida
em 450 nm apds excitagdo em 365 nm. A concentracao de nitrito de cada amostra foi
calculada a partir da curva padréo provida pelo fabricante e os resultados expressos
em puM.

3.10 Anélise da producéao de vesiculas extracelulares (VES)

Um total de 1 x 10° amastigotas axénicos foram lavados 2 vezes com PBS e
incubados por 2 h a 33 °C, em 1 mL de meio de cultura para amastigotas (pH 5,2)
(Figura 11). O meio utilizado foi previamente centrifugado a 100.000 x g, por 1 h em
ultracentrifuga (Rotor 70.1T, XL-100K Ultracentrifuge - Beckman) para eliminar
completamente qualquer microvesicula existente, proveniente do SFB. Apdés a
incubacéo, os parasitos foram centrifugados a 1000x g por 10 min, ressuspendidos

em glutaraldeido (2,5 %) e colocados em laminulas previamente tratadas com poli-L-



60

Lisina (Sigma-Aldrich). As laminulas contendo os amastigotas foram encaminhadas
para o Centro de Microscopia Eletronica da Universidade Federal de S&o Paulo -
CEME/UNIFESP - para serem analisadas por microscopia eletrénica de varredura
(MEV).

Amastigotas axénicos de L. (L.) amazonensis
(IFLA/BR/G7/PHS)

109 parasitos

Amastigotas centrifugados a 1000 x g, 10 min,
10 °C e lavados 2 vezes com PBS

Isolamento das vesiculas

Microscopia Eletronica | Parasitos Meio amastigota, pH 5,2
de Varredura (MEV) 2ha33°C
(1000 x g, 10 min, 10 °C)

Sobrenadante
Filtrado (0,45 pm)

NTA O OOO

100.000 x g,1 h, 4 °C

VEs purificadas Extracéo de DNA

1 pg/mL de DNA obtido de VEs

Macrofagos

1h

CD200

Figura 11 - Procedimentos utilizados para obtencd@o de Vesiculas Extracelulares (VEs). Os
amastigotas axénicos foram mantidos a 33 °C, por 2 h, em meio de cultura de amastigotas (pH 5,2).
Apb6s os parasitos foram centrifugados e encaminhados para analise de microscopia de varredura
(MEV). O sobrenadante foi filtrado e as VEs obtidas foram analisadas por NTA. O conteudo total de
VEs e/ou o DNA obtido das VEs, foram utilizados para estimular os macréfagos derivados de medula
O0ssea de camundongos C57BL/6. Os niveis de CD200 foram analisados por imunoprecipitacdo e
Western blot.

O sobrenadante obtido apos a centrifugagcdo dos amastigotas foi filtrado (0,45
um) e submetido a analise de nanoparticulas, utilizando o aparelho Nanosight NS300
(Malvern Instruments Ltd), equipado com laser de 405 nm acoplado a uma camera
CCD. Os dados foram analisados utilizando o software para analise de rastreamento
de nanoparticulas (NTA) (versao 2.3). Para realizar as analises, as amostras foram
diluidas 100 vezes em PBS. As leituras (capturas) tiveram duracdo de 30 s, com 20

quadros por segundo (Nogueira et al., 2015).
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As microvesiculas totais obtidas da incubag¢édo dos amastigotas também foram
utilizadas para estimular os macréfagos. O sobrenadante foi centrifugado (100.000 x
g, 1 h) e o material contendo as VEs foi ressuspendido em meio RPMI 1640
suplementado com SFB (10%). Ap6s 1 h de incubacéo, as células foram lavadas 1
vez com PBS e entéo tratadas com tampé&o de lise celular (Thermo Fisher Scientific),
suplementado com coquetel de inibidores de proteases (Thermo Fisher Scientific). As
proteinas extraidas foram submetidas a imunoprecipitacdo e Western blot para
deteccao dos niveis de inducéo de CD200.

As VEs concentradas ap6s centrifugacéo (100.000 x g, 1 h) também tiveram o
DNA extraido com o kit GenElute™ (Sigma-Aldrich), de acordo com as especificacdes
do fabricante (incluindo tratamento com RNAase), e 1 pug/mL de DNA foi utilizado para
estimular os macrofagos por 1 h, com posterior extracao proteica e analise da inducao

de CD200 por imunoprecipitacdo e Western blot.

3.11 Infeccdo in vivo e quantificacdo da carga parasitaria

Camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 WT e camundongos TLR9”
gerados em C57BL/6, foram criados e utilizados de acordo com o protocolo aprovado
pela Comissédo de Etica. Os animais foram infectados com 8 semanas de idade, no
coxim plantar da pata posterior esquerda com 1 x 10°% promastigotas de fase
estacionariade L. (L.) amazonensis. A progressao da lesao foi acompanhada ao longo
de cinco semanas, por meio da medi¢ao da largura da pata utilizando um paquimetro.

O numero total de parasitos nas patas infectadas foi estimado pelo ensaio de
diluicdo limitante, como previamente descrito (Cortez et al.,, 2011), com algumas
modifica¢cdes. Os animais foram eutanasiados em camara de COgz, as patas foram
removidas, pesadas e o tecido foi dissociado por meio de incubacao por 2 h, a 37 °C,
com colagenase (Sigma-Aldrich) 2 mg/mL, em tampéo Tyrode — NaCl (140 mM), KCI
(5 mM), CaClz (2,5 mM), Hepes (10 mM), MgClz (2 mM), pH 7,2. Ap6s, o0 homogenato
foi filtrado em peneira celular com poro de 70 um (Falcon Products, Inc.), centrifugado
a 230 x g por 10 min e lavado 2 vezes com PBS (230x g, 10 min). O material
centrifugado foi entdo ressuspendido em 1 mL de PBS, dos quais 50 pl foram
utilizados para diluicdo limitante e 950 ul foram utilizados para a técnica de citometria

de fluxo.
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Para a diluicdo limitante dos parasitos, a suspenséo de células obtidas da lesao
foi diluida 100 vezes em meio Grace. Apos foi realizada uma diluicdo seriada de 10
vezes em placas de 96 pocos. O numero de parasitos viaveis foi calculado a partir da
maior diluicdo em que foi observado o crescimento de promastigotas apos 10 dias de
incubacdo a 25 °C. Os resultados foram apresentados em logaritmo na base 10
(Log10), de acordo com a diluigéo (Cortez et al., 2011).

3.12 Citometria de fluxo

As células obtidas das lesbes dos camundongos infectados foram
centrifugadas (230 x g, 10 min) e lavadas 1 vez com PBS (230 x g, 10 min). Em
seguida, as células foram ressuspendidas em tampao para citometria (PBS + SFB,
1%) e contadas em camara de Neubauer para estimar o nimero de células presentes
nas amostras. Em seguida, as suspensoées celulares foram incubadas por 30 min a 4
°C, em tampdo para citometria, com 0s anticorpos especificos e mantidas sob

protecdo da luz. Os anticorpos utilizados estao listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Anticorpos monoclonais utilizados na Citometria de Fluxo.

Anticorpo Fluorocrémo Clone Diluicéo Fabricante
Anti-CD45 APC 30-F11 1:200 Biolegend
Anti-CD19 PE 1D3 1:200 BD Biosciences
Anti-CD11b PE-Cy7 M1/70 1:1600 BD Biosciences
Anti-F4/80 FITC BMS8 1:100 eBioscience™
Anti-CD200 Bv421 0OX-90 1:50 BD Biosciences

Decorrido o tempo de incubacdo com os anticorpos, as células foram
centrifugadas (230 x g, 10 min) e ressuspendidas em tampao para citometria. As
amostras foram entédo adquiridas no citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Bioscience)
e 100.000 eventos de cada amostra foram obtidos. A andlise ap6s aquisicao foi
realizada no programa FlowJo, versdo 10.0.7. A estratégia de analise escolhida

(Figura 12) foi: 1) exclusdo de agregados celulares (doublets), utilizando os
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parametros de tamanho FSC-A e FSC-H; 2) selecao da populacéo celular leucocitaria
(CD45+); 3) selecdo da populagéo celular monocitica (CD19-CD11b+); 4) selecédo da
populacao de macréfagos (F4/80+); 5) avaliacdo da porcentagem de células CD200+
[a janela para selecédo de células CD200+ foi estrategicamente posicionada baseando-
se no controle de fluorescéncia menos um (FMO, do inglés fluorescence minus one

para o anticorpo anti-CD200)].
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Figura 12 - Estratégia da analise utilizada para avaliar a populagao de células F4/80+ CD200+ nas
lesBes. Apos a selecdo de singlets por FSC-A e FSC-H, foi selecionada a populagdo CD45+. Apos foi
selecionada a populacao celular monocitica (CD19-CD11b+) e em seguida a populagao de macréfagos
(F4/80+) dentro desta populacdo. A porcentagem de macrofagos CD200+ (F4/80+CD200+) baseou-se
no controle FMO para o anticorpo.

3.13 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como meédia + desvio padrdo e
submetidos a analise estatistica, utilizando o programa GraphPad Prism 6.0. Para
avaliar a significancia dos resultados, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA) de
duas vias para diferencas estatisticas entre trés ou mais médias. Uma vez detectada

diferenca significativa, foi aplicado o teste de Tukey ou de Sidak. Também foram
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utilizados Teste t de Student e ANOVA de uma via, seguida de teste de Tukey. O nivel

de significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi fixado em 5% (p<0,05).
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4 RESULTADOS
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4.1 Caracterizacdo do processo deinducéao de CD200 em macrofagos infectados
com amastigotas de L. (L.) amazonensis

4.1.1 Padronizacdo da inducdo de CD200 em macrofagos infectados com L. (L.)
amazonensis

O macrofago € uma das principais células envolvidas na defesa inata contra
patégenos. Contudo, a espécie L. (L.) amazonensis tem a habilidade de sobreviver
dentro de macrofagos ativados, estabelecendo a infecgéo (Stafford et al., 2002; Van
Assche et al.,, 2011). Como ja mencionado anteriormente, em 2011, Cortez e
colaboradores mostraram que amastigotas de L. (L.) amazonensis sé&o capazes de
induzir a expresséao de CD200 - uma molécula imunomoduladora que inibe a ativagéao
de macrofagos. Neste trabalho, o processo de indugdo de CD200 em macro6fagos foi
apresentado pela primeira vez, mostrando que a expressdo da proteina no inicio da
infeccdo (60 min) é crucial para a sobrevivéncia do parasito.

Para caracterizar o processo de inducdo da proteina CD200 em macroéfagos,
decidimos avaliar tempos menores de infec¢do, bem como a capacidade de inducgéao
relacionada a MOI. Primeiramente, infectamos macrofagos murinos diferenciados de
medula éssea por diferentes tempos com amastigotas obtidos de lesdo. A proteina
CD200 foi entdo imunoprecipitada e 0s seus niveis avaliados por Western blot. Nossos
resultados mostram que, apds 30 min de infeccdo, o macrofago infectado (mas nao o
macréfago nao infectado) comeca a expressar CD200 (Figura 13). Contudo, 60 min
apos, os niveis da proteina estdo mais altos, confirmando os resultados apresentados

no estudo de Cortez e colaboradores (2011).
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Figura 13 - Inducdo de CD200 em macréfagos infectados com amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram
infectados por 5, 15, 30 ou 60 min com amastigotas de lesao de L. (L.) amazonensis. Para sincronizar
a infeccao, as células com os parasitos foram mantidas por 30 min em gelo, antes de serem colocadas
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a 33 °C. Imagem de Western blot apds a imunoprecipitacédo da proteina CD200 em diferentes tempos
de infeccdo. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de
imunoprecipitacdo (INPUT). Repeticdes bioldgicas: 3.

A MOI utilizada tanto nestes ensaios quanto no estudo mencionado foi de 2
parasitos por célula. Desta forma, ao infectarmos os macréfagos por 1 h com
diferentes quantidades de amastigotas, foi possivel observar uma inducéo de CD200

com os diferentes MOlIs (Figura 14).
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Figura 14 - Inducédo de CD200 em macrdfagos infectados com diferentes MOI de amastigotas de
L. (L.) amazonensis. Macro6fagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram
infectados por 1 h com diferente nimero de amastigotas de leséo de L. (L.) amazonensis por célula
(MOls). Imagem de Western blot apés a imunoprecipitagcdo da proteina CD200 em 1 h infecgdo. Actina
foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitagcao
(INPUT). Repeticdes bioldgicas: 3.

Com base nestes resultados, optamos por realizar todos os demais ensaios do
estudo no tempo de 1 h, sendo as infeccbes feitas com 2 amastigotas por célula.
Apesar te obtermos niveis mais altos de indu¢cdo com MOI 10 ou 20, seria necessario
infectar mais camundongos para obtencdo de amastigotas de lesdo suficientes para
0s ensaios. Além disso, maiores quantidades de parasitos geram maior estresse no

macrofago, levando a morte celular (dados obtidos no laboratério).

4.1.2 Andlise da importancia da fagocitose e da viabilidade do parasito para a inducao
de CD200 em macroéfagos

A entrada da Leishmania no macréfago ocorre pelo processo de fagocitose, no
qgual a célula é capaz de expandir sua membrana plasmatica e envolver o parasito,
fazendo com que ele fique isolado dentro de um vacuolo (Love et al., 1998). Dando

continuidade a avaliacdo do processo de inducdo de CD200 nos macréfagos
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infectados por amastigotas de L. (L.) amazonensis, analisamos a importancia da
entrada do parasito na célula para a indugéo da proteina.

Para identificarmos se o sinal responsavel pela inducdo de CD200 ocorre pelo
contato do amastigota com a superficie externa do macrofago ou se este sinal ocorre
apos sua entrada na célula (ativando TLRs de membrana plasmatica ou endosomais),
inibimos a fagocitose do parasito. Desta forma, macréfagos foram previamente
tratados por 30 min com Citocalasina D (2 uM), capaz de inibir a polimerizacao de
actina (Casella et al., 1981) e consequentemente inibir a fagocitose. Apos 1 h de
infeccdo, a proteina CD200 foi imunoprecipitada e seus niveis de indu¢édo avaliados
por Western blot. Nossos resultados mostram gue em macrofagos previamente
tratados com Citocalasina D ha menor indugédo de CD200 apés 1 h de infecgéo (Figura
15A). Para analisarmos 0 numero de amastigotas fagocitados neste tempo (1 h), as
células ndo foram permeabilizadas durante a marcagdo com anticorpo anti-
Leishmania, marcando assim apenas os parasitos nao fagocitados. A marcacdo com
DAPI permitiu quantificar o nimero de amastigotas que estavam internalizados
[distinguindo parasitos internalizados ou apenas associados a célula (Figura 15B) ].
Os resultados das quantificacbes mostram que o tratamento com Citocalasina D
reduziu a fagocitose do amastigota (Figura 15C). Também ¢é possivel observar que
ndo ha diferencas na porcentagem de macrofagos que apresentavam qualquer
interacdo com o parasito (infectados ou em contado, nomeados Macréfago-
Leishmania) (Figura 15D). Estes resultados de infeccdo mostram que o tratamento
com o inibidor teve efeito em grande parte das células, impedindo a fagocitose. Estes
resultados demonstram a importancia da entrada do parasito no interior do macroéfago

para a inducao de CD200.
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Figura 15 - Importéancia da fagocitose de L. (L.) amazonensis para a inducdo de CD200 em
macrifagos. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT), tratados ou
nao previamente com Citocalasina D (Cit D) 2 uM, foram infectados por 1 h com amastigotas de lesédo
de L. (L.) amazonensis (MOI 2). (A) Imagem de Western blot apds imunoprecipitacdo da proteina
CD200 em 1 h de infecgao. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na
coluna de imunoprecipitagdo (INPUT). (B) Imagem representativa do ensaio de fagocitose. As células
nao foram permeabilizadas, possibilitando apenas a marcacao dos amastigotas nao internalizados.
Amastigota de L. (L.) amazonensis associado ao macrofago marcado com anticorpo anti-Leishmania
(verde); Actina marcada com Faloidina (vermelho); Nicleo da célula e do parasito internalizado
marcado com DAPI (azul); O asterisco (amarelo) indica o parasito fagocitado. Flechas (brancas)
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indicam parasito ndo fagocitado. (C) Porcentagem de parasitos internalizados ou associados a
macrofagos (M®) apos 1 h de infeccdo. (D) Porcentagem de macrofagos infectados apés 1 h.
Resultados correspondem a média + desvio padrao de triplicatas biolégicas. **p<0,01. Repeticdes
biolégicas: 3. (Barra = 10 um).

Uma vez observada a importancia da fagocitose para a expresséao de CD200,
decidimos avaliar também a importancia da viabilidade do amastigota neste processo
de inducao. Para isto, os amastigotas obtidos de lesdo foram submetidos a diferentes
processos de inativacdo: inativacdo por calor (45 min, 65 °C) ou fixados com
paraformaldeido 4% (10 min, 33 °C). ApGs isso, macrofagos foram incubados por 1 h
com os diferentes parasitos em diferentes condi¢cdes, a proteina CD200 foi
imunoprecipitada e os niveis de inducdo avaliados por Western blot. Os resultados
mostram que a viabilidade do amastigota é importante para a inducdo da proteina
(Figura 16A), visto que apesar dos diferentes amastigotas tratados terem sido
fagocitados da mesma forma (Figura 16B), apenas os parasitos viaveis foram capazes
de induzir CD200 no macrofago.
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Figura 16 - Importancia da viabilidade da L. (L.) amazonensis para a inducdo de CD200 em
macréfagos. Amastigotas de L. (L.) amazonensis foram isolados de leséo e entdo fixados com
paraformaldeido 4% por 10 min (PFA) ou inativados por calor, a 65 °C por 45 min (65 °C). Macréfagos
derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram entdo infectados por 1 h com os
amastigotas (MOI 2). (A) Imagem de Western blot apds imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 1 h
de infeccao. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de
imunoprecipitacdo (INPUT). (B) Porcentagem de parasitos internalizados ou associados a macréfagos
(M®) apds 1 h de infeccdo. Resultados correspondem a média + desvio padréo de triplicatas biolégicas.
Repeticdes bioldgicas: 3.

Estes resultados sugerem que o sinal responséavel pela indu¢do de CD200 no

macrofago ocorre apos a fagocitose do amastigota, ja dentro do vacuolo parasitoforo.
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Além disso, apenas parasitos viaveis sdo capazes de induzir a proteina,

possivelmente devido a fatores relacionados a viruléncia da L. (L.) amazonensis.

4.1.3 Andlise da localizacao celular de CD200 no macrofago durante a infecgéo por L.
(L.) amazonensis

A proteina CD200 é uma glicoproteina de superficie, constitutivamente
expressa em células epiteliais, linfocitos e neurdnios (Barklay et al., 2002), mas
ausente em macrofagos (Hoek et al., 2000). Como ja mencionado, Mukhopadhyay e
colaboradores (2010) mostraram, em uma andlise por citometria de fluxo, que
Neisseria meningitidis € capaz de induzir a expressdo de CD200 na superficie de
diferentes populacdes de macréfagos, mas em contrapartida reduz a expresséo do
receptor CD200R.

No estudo de Cortez e colaboradores (2011), a inducao de CD200 por L. (L.)
amazonensis foi mostrada por Western blot e PCR em Tempo Real, enquanto que a
expressao de CD200R néo foi avaliada. Sabendo que macréfagos possuem CD200R
e que o parasito induz CD200, decidimos analisar a localizacdo destas proteinas no
macréfago durante a infeccdo. Para isto, os macrofagos foram infectados por 1 h com
amastigotas de lesédo de L. (L.) amazonensis, fixados, permeabilizados e marcados
com anticorpo anti-CD200 e anti-CD200R, como descrito em Material e método.

A fim de otimizar a visualizacdo das marcac¢des, apds a obtencédo das imagens
em microscopio confocal, alteramos as cores referentes a alguns dos canais. Devido
ao anticorpo anti-CD200 estar acoplado a um fluorocromo violeta, o sinal de co-
localizac&o entre CD200 e CD200R (azul e verde, respectivamente) ficava baixo. Por
iISso, as imagens apresentadas mostram a coloracdo vermelha para CD200 e azul
para iodeto de propideo. Além disso, optamos também por incubar os macréfagos nao
infectados (NI) apenas com o anticorpo secundario anti-cabra (Figura 17A), servindo
como controle para a marcacdo de CD200R observada nos macroéfagos infectados
(INF) (Figura 17B). Utilizamos esta abordagem, pois estavamos interessados
inicialmente em comparar apenas a expressao de CD200 entre células NI e INF.

Nossos resultados mostram que enquanto as células ndo infectadas nao
apresentam marcacgao para CD200 (Figura 17A), a infeccdo com o parasito aumenta
o sinal de CD200 nos macréfagos (Figura 17B). Observamos também que na figura
15B ha trés células das quais podemos perceber alguns detalhes importantes: dois
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macréfagos infectados apresentando um sinal maior de CD200 e menor de CD200R,
e um macrofago néo infectado apresentando maior sinal de CD200R e menor de
CD200. Este resultado sugere que a infeccdo de macréfagos por amastigotas de L.
(L.) amazonensis € capaz de induzir CD200 na célula, mas que também pode,

eventualmente, modular os niveis do receptor.
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Figura 17 - Analise por microscopia confocal da expressdo de CD200 durante a infec¢cdo por
amastigotas L. (L.) amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6
(WT) foram infectados por 1 h com amastigotas de lesé@o de L. (L.) amazonensis (MOI 2). As células
foram fixadas, permeabilizadas e marcadas com anticorpos especificos. O nlcleo das células e dos
amastigotas foi marcado com iodeto de propideo (IP) (azul); O receptor CD200R foi marcado com
anticorpo anti-CD200R, seguido de anticorpo secundario anti-lgG de cabra acoplado a Alexa-Fluor 488
(verde); A proteina CD200 foi marcada com anticorpo anti-CD200 acoplado ao fluorocromo BV421
(vermelho). As imagens foram adquiridas em microscépio confocal e editadas no software Zen. Na
parte superior (A), células nao infectadas (NI) e ndo incubadas com anticorpo secundario anti-cabra.
Na parte inferior (B), células infectadas (INF). As setas indicam os amastigotas dentro da célula. (Barra
= 10 um). Repeticdes bioldgicas: 2.
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Podemos observar que a marcacao para CD200 esta amplamente distribuida
pelo macrofago infectado (Figura 18A). Porém, quando analisado o corte transversal
das células, percebe-se que a proteina € encontrada majoritariamente na regiao
citoplasmatica do macrofago, ao contrario de CD200R que se encontra na superficie

celular externa (Figura 18B — CD200 citoplasmética indicada por um asterisco).

CD200R

Figura 18 - Anélise da localizagdo celular de CD200 durante a infec¢cdo por amastigotas L. (L.)
amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram
infectados por 1 h com amastigotas de lesé@o de L. (L.) amazonensis (MOI 2). As células foram fixadas,
permeabilizadas e marcadas com anticorpos especificos. O nlcleo das células e dos amastigotas foi
marcado com iodeto de propideo (IP) (azul); O receptor CD200R foi marcado com anticorpo anti-
CD200R, seguido de anticorpo secundario anti-cabra acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde); A proteina
CD200 foi marcada com anticorpo anti-CD200 acoplado ao fluorocromo BV421 (vermelho). As imagens
foram adquiridas em microscépio confocal e editadas no software Zen. (A) Imagem das células
infectadas expressando CD200. As setas indicam os amastigotas dentro da célula. (B) Corte
transversal da imagem A, mostrando a presen¢ca de CD200 no citoplasma (indicada pelo asterisco) e
de CD200R na superficie externa. NI: ndo infectado; INF: infectado. (Barra = 10 pm).

Sabe-se que a ativacao do receptor CD200R pelo ligante CD200 é responsavel
por gerar um sinal inibitério, controlando as func¢des celulares do macrofago. Ao

induzir o ligante no proéprio macrofago infectado, a L. (L.) amazonensis garantiria um
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ambiente favoravel a sua multiplicacdo. Por isso, ao analisarmos se o ligante se
encontrava junto ao receptor na célula, observamos na imagem de microscopia que
houve uma co-localizacdo entre os dois (CD200-CD200R), indicada pela marcacao

na cor branca (Figura 19).

CD200R
Co-localizagéo (CD200-CD200R)

Figura 19 - Andlise da co-localizagdo CD200-CD200R durante a infecgéo por amastigotas L. (L.)
amazonensis. Macrofagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram
infectados por 1 h com amastigotas de lesado de L. (L.) amazonensis (MOI 2). As células foram fixadas,
permeabilizadas e marcadas com anticorpos especificos. O receptor CD200R foi marcado com
anticorpo anti-CD200R, seguido de anticorpo secundéario anti-cabra acoplado a Alexa-Fluor 488
(verde); A proteina CD200 foi marcada com anticorpo anti-CD200 acoplado ao fluorocromo BV421
(vermelho). As imagens foram adquiridas em microscopio confocal e editadas no software Zen. A
imagem mostra a co-localizagdo CD200-CD200R apresentada na cor branca, calculada pelo software.
(Barra =10 pm).

A co-localizagédo, quantificada pelo proprio software junto ao microscoépio,
indicou que houve apenas 0,02% de sinal de CD200 junto a CD200R. Contudo,
podemos observar que este sinal de co-localizacdo apenas ocorreu nas células
infectadas. Também é importante ressaltarmos que a baixa porcentagem de co-

localizac@o observada se deva ao momento da analise, podendo haver um aumento
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nesta relagcdo em tempos prévios ou tardios a 1 h. Estes resultados corroboram com
a ideia de que o parasito esteja induzindo a proteina, que em contato com seu
receptor, iniba a resposta inflamatéria da célula, gerando um ambiente menos hostil
para Leishmania. Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar a forma de

ativacdo de CD200R por CD200 na infeccao pelo parasito.

4.2 Avaliacdo davia de inducdo de CD200 em macroéfagos infectados com L. (L.)
amazonensis

4.2.1 Andlise da participacdo dos TLRs na inducdo de CD200 em macrofagos
infectados com L. (L.) amazonensis

O estudo realizado por Mukhopadhyay e colaboradores (2010) revelou a
participacdo principalmente de TLR4 e de sua proteina adaptadora MyD88 na via de
inducdo de CD200 em macréfagos. Ao avaliarmos a associacao entre a inducao de
CD200 e a infeccdo por amastigotas de L. (L.) amazonensis, observamos que 0
simples contato do parasito com a célula ndo induz niveis de CD200 comparados aos
observados quando o mesmo se encontra internalizado, sugerindo que a sua indugao
utilize TLRs endossomais ou pelo menos que seja dependente de um recrutamento
de receptores, posterior a entrada do parasito.

Utilizando macréfagos deficientes nos receptores TLR3 e TLR9 (TLRs
presentes em endossomos), bem como deficientes em TLR2 e TLR4 (TLRs presentes
na membrana externa da célula), analisamos os niveis de indu¢do de CD200 durante
a infeccdo por amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis. Nossos resultados
revelam que, apos 1 h de infeccdo, ndo ha diferenca na inducdo da proteina entre
macrofagos WT, TLR27, TLR3” e TLR4' infectados com amastigotas de L (L.)
amazonensis (Figura 20). Contudo, em macréfagos TLR9' infectados nédo foi
observada a inducdo de CD200, o que demonstra a participacao deste receptor no

processo de inducdo da molécula na célula hospedeira.
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Figura 20 - Importancia dos TLRs para a indugcdo de CD200 em macrofagos infectados por
amastigotas de L. (L.) amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 (WT), TLR2", TLR3", TLR4’" e TLR9 * foram infectados (+) ou ndo (-) por 1 h com
amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis (MOI 2) e os niveis proteicos de CD200 foram analisados.
A imagem mostra o Western blot apés a imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 1 h de infecgéo.
Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitacéo
(INPUT). Repeticdes bioldgicas: 3.

Como o evento de indu¢do de CD200 no macréfago depende do numero de
amastigotas que estdo sendo fagocitados pela célula, ensaios foram realizados para
complementar o experimento anterior. Assim, ao analisarmos o numero de parasitos
internalizados, verificamos que amastigotas de L. (L.) amazonensis infectam
semelhantemente os diferentes grupos de macrofagos estudados durante a primeira
hora de infeccdo, ndo havendo alteracdo na entrada do parasito decorrente da

auséncia dos diferentes TLRs (Figura 21A e B).
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Figura 21 - Infeccdo in vitro de macré6fagos TLR” por amastigotas de L. (L.) amazonensis.
Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT), TLR2/, TLR3", TLR4" e
TLR9-- foram infectados por 1 h com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis (MOI 2) e em seguida
as células foram processadas para imunofluorescéncia. (A) Quantificagdo do nimero de parasitos por
100 macréfagos (M®) infectados apds 1 h de infecgdo. (B) Imagens de microscopia de fluorescéncia
representativa das infecgbes. Macrofagos WT com amastigotas marcados com anticorpo anti-
Leishmania, seguido de anticorpo secundario anti-coelho acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde); Vacuolo
parasitéforo marcado com anticorpo anti-Lamp1, seguido de anticorpo secundario anti-rato acoplado a
Alexa-Fluor 568 (vermelho); Nucleo da célula marcado com DAPI (azul). Flechas brancas na
microscopia de contraste de fase indicam o parasito. Repeti¢cfes bioldgicas: 3. (Barra = 10 um).

O TLR9 ¢é classicamente conhecido por reconhecer especificamente
dinuceotideos citosina-fosfato-guanina ndo metilados (CpG) presentes no DNA de
microorganismos (Ohto et al., 2015). Concomitante aos ensaios utilizando macréfagos
deficientes para diferentes TLRs, realizamos também ensaios estimulando as células
com diferentes agonistas de TLRs. Quando macréfagos WT foram estimuladas por 1
h com CpG (agonista de TLR9), PGN (agonista de TLR2/6), poly I.C (agonista de
TLR3) e LPS (agonista de TLR4), observamos um aumento nos niveis de CD200 nos

macrofagos tratados com CpG (Figura 22). Estes resultados reforcam a importancia
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do TLR9 para a inducédo da proteina CD200 em macroéfagos infectados por L. (L.)

amazonensis.
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Figura 22 - Inducdo de CD200 em macréfagos por agonistas de TLRs. Macréfagos derivados de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram estimulados por 1 h com 1 pug/mL dos diferentes
agonistas de TLRs: dinucleotideos CpG (TLR9), peptideoglicano (PGN, TLR2/6), acido poli-inosinico
(poly I:C, TLR3) e lipopolissacarideo (LPS,TLR4). Apdés os niveis proteicos de CD200 foram
analisados. A imagem mostra o Western blot apds a imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 1 h de
tratamento. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de
imunoprecipitacéo (INPUT). Repeti¢Bes bioldgicas: 3.

Ao analisarmos os niveis de CD200R ap6s 1 h de infeccdo com amastigotas
de lesdo de L. (L.) amazonensis, observamos por Western blot que o receptor esta

presente em todas as células (Figura 23).

- - o1 o
WT TLR2 TLR3 TLR4 TLRO MW

+ - + - + (kDa)
-150

- + - . -
e ltet———

094 1.28 1.00 0,85 0,90 0.81 0,92 0,66 0,83 0,79

CD200R —
131 kDa

-37

Figura 23 - Avaliagao dos niveis de CD200R em macrdfagos infectados por amastigotas de L.
(L.) amazonensis. Macréfagos derivados de medula dssea de camundongos C57BL/6 (WT), TLR27,
TLR3", TLR4" e TLR9 7 foram infectados (+) ou nao (-) por 1 h com amastigotas de leséo de L. (L.)
amazonensis (MOI 2) e os niveis proteicos de CD200R (receptor para a proteina CD200) foram
analisados. A imagem mostra o Western blot da proteina CD200R em 1 h de infecgdo. Actina foi
utilizada como controle. A razdo da densitometria das bandas de CD200R /Actina € mostrada abaixo.
(Repeticdes bioldgicas: 1).
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Estes resultados ainda sao inconclusivos, visto que foi apenas realizado um
anico experimento. Entretanto, sugerem que CD200R nao esteja sendo modulado por
TLRs durante a primeira hora de infec¢do por L. (L.) amazonensis.

4.2.2 Andlise da participacao das proteinas adaptadoras das vias de TLRs na inducdo
de CD200 em macréfagos infectados com L. (L.) amazonensis

Como j& mencionado anteriormente, o TLR9, assim como TLR2/1, TLR2/6,
TLR4, TLR5, TLR7, TLR8 e TLR11, quando em contado com seus ligantes
especificos, recrutam a proteina adaptadora MyD88, ativando quinases comuns que
participam das vias de sinalizagdo dos TLRs. TLR3, por sua vez, utiliza a proteina
adaptadora TRIF, que também pode ser recrutada por TLR4 via a proteina TRAM
(O'Neill, Golenbock, Bowie, 2013). Estas proteinas adaptadoras sdo fundamentais
para a via de sinalizacdo destes receptores.

Para avaliar a importancia destas proteinas adaptadoras das vias de TLRs na
inducdo de CD200 pelo parasito, macréfagos WT, MyD88” e TRIF foram infectados
com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis. Ao analisarmos 0s niveis proteicos
de CD200 por imunoprecipitacdo e Western blot, verificamos que em macrofagos
deficientes em MyD88 ou TRIF ndo houve a inducédo de CD200 ap6s 1 h de infeccdo
(Figura 24).
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Figura 24 - Importancia de MyD88 e TRIF na inducdo de CD200 em macrofagos infectados por
amastigotas de L. (L.) amazonensis. Macrdéfagos derivados de medula éssea de camundongos
C57BL/6 (WT), MyD88"- e TRIF" foram infectados (+) ou ndo (-) por 1 h com amastigotas de lesdo de
L. (L.) amazonensis (MOI 2) e o niveis proteicos de CD200 foram analisados. A imagem mostra o
Western blot apds a imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 1 h de infec¢&o. Actina foi utilizada como
controle da quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitacdo (INPUT). RepeticBes
biolégicas: 3.
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Podemos sugerir que as moléculas adaptadoras MyD88 e TRIF sao utilizadas
na via de inducdo de CD200 pelo parasito no inicio da infec¢do. Este resultado
chamou-nos a aten¢éo, uma vez que classicamente TLR9 utiliza apenas MyD88 como
molécula adaptadora (revisado em O'Neill, Golenbock, Bowie, 2013). Contudo, no
estudo de Volpi e colaboradores (2013) foi mostrado pela primeira vez que TLR9 tem
a capacidade de recrutar TRIF e induzir NF-kB. Assim, mais estudos sdo necessarios
para compreender a relagéo direta entre Leishmania, TRIF e CD200.

A analise da infeccdo celular pelo parasito mostra que amastigotas de L. (L.)
amazonensis infectam semelhantemente os diferentes macréfagos apés 1 h, nao
havendo alteragdo em sua fagocitose, decorrente da auséncia das proteinas
adaptadoras da via de TLRs (Figura 25A e B).



82

300+

200+

100

Parasitos/ 100 M® Infectados

WT MyD88™ TRIF”

anti-Leishmania

Figura 25 - Infeccdo in vitro de macréfagos MyD88” e TRIF por amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT), MyD88"- e
TRIF" foram infectados por 1 h com amastigotas de leséo de L. (L.) amazonensis (MOI 2) e em seguida
as células foram processadas para imunofluorescéncia. (A) Quantificagdo do nimero de parasitos por
100 macréfagos (M®) infectados apds 1 h de infecgdo. (B) Imagens de microscopia de fluorescéncia
representativa das infecgbes. Macrofagos WT com amastigotas marcados com anticorpo anti-
Leishmania, seguido de anticorpo secundario anti-coelho acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde); Vacuolo
parasitoforo marcado com anticorpo anti-LAMP1, seguido de anticorpo secundario anti-rato acoplado
a Alexa-Fluor 568 (vermelho); Nucleo da célula marcado com DAPI (azul). Flechas brancas na
microscopia de contraste de fase indicam o parasito. Repeti¢cfes bioldgicas: 3. (Barra = 10 um).

4.2.3 Analise da multiplicagéo intracelular de amastigotas de L. (L.) amazonensis em
macrofagos deficientes em TLRs e suas proteinas adaptadoras

Os resultados obtidos por Cortez e colaboradores (2011) revelaram que
amastigotas de L. (L.) amazonensis ndo sdo capazes de se multiplicar dentro de

macroéfagos deficientes em CD200. Quando macrofagos CD2007 foram infectados
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com o parasito, o numero de amastigotas por macréfago inicial se manteve igual até
48 h (sem multiplicacdo). Contudo, quando estes foram tratados com CD200-Fc
soltuvel, a multiplicidade da infec¢cdo foi recuperada a niveis semelhantes aos
macrofagos WT infectados. Uma vez verificada a importancia de TLR9, MyD88 e TRIF
para a indugdo de CD200 no inicio da infec¢éo, decidimos analisar se os amastigotas
de L. (L.) amazonensis sdo capazes de multiplicar dentro destes macrofagos. Para
observarmos diferencas maiores na infeccdo dos macrofagos, optamos por quantificar
0 numero de amastigotas por células infectadas apos 96 h.

Ao avaliarmos a multiplicacdo dos parasitos dentro do vacuolo parasitoforo,
observamos que apesar de TLR9 e das proteinas adaptadoras MyD88 e TRIF serem
importante na inducdo de CD200 pelo amastigota na primeira hora de infec¢do, nao
ha diferenca no nimero de parasitos por macréfago apos 96 h (Figura 26A e B).
Também pode ser observado que, nos demais macréfagos deficientes para os outros
TLRs estudados, o parasito também se multiplicou semelhantemente ao WT. Neste
tempo de infeccdo, as células infectadas por L. (L.) amazonensis apresentam
caracteristicamente um vacuolo Unico, expandido e com diversos amastigotas dentro
(Figura 26C). Podemos observar que a proteina 1 de membrana associada a lisosomo
(LAMP1) ja se encontra junto ao vacuolo parasitoforo, caracteristico de um vacuolo
tardio.
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Figura 26 - Multiplicac&o intracelular de amastigotas de L. (L.) amazonensis em diferentes
macrofagos. Macréfagos derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT), TLR27, TLR3"
-, TLR4", TLR9 ", MyD88" e TRIF'- foram infectados com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis
(MOI 2). Ap6s 1 h, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para retirar os parasitos ndo fagocitados
e meio novo (RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 5% de sobrenadante de células L929) foi
adicionado. Apds 96 h, as células foram processadas para imunofluorescéncia. (A-B) Quantificacdo do
numero de parasitos por 100 macréfagos (M®) infectados apds 96 h de infecgédo. (C) Imagens de
microscopia de fluorescéncia representativa da infeccdo em WT. Amastigotas marcados com anticorpo
anti-Leishmania, seguido de anticorpo secundario anti-coelho acoplado a Alexa-Fluor 488 (verde);
Vacuolo parasitoforo marcado com anticorpo anti-LAMP1, seguido de anticorpo secundario anti-rato
acoplado a Alexa-Fluor 568 (vermelho); Nucleo da célula marcado com DAPI (azul). Repeti¢cdes
biologicas: 3. (Barra = 10 um).
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A auséncia de TLR9, MyD88 e TRIF ndo permite a inducdo de CD200 no inicio
da infeccao pelo parasito, podendo prejudicar a multiplicagdo dos amastigotas nos
macrofagos. Porém, devido aos TLRs serem uma via importante na inducdo da
resposta pro-inflamatodria contra patdgenos, na sua auséncia, o parasito consegue se
multiplicar facilmente nestes macréfagos, como ja observado em diversos estudos
(Hawn et al., 2002; Debus et al., 2003; de Veer et al., 2003; Li et al., 2004).

4.2.4 Analise dos niveis de CD200 em macrofagos deficientes em MyD88 e TRIF 96
h apos a infecgéo por L. (L.) amazonensis

Ao observarmos nao haver diferenca na multiplicacdo dos amastigotas de L.
(L.) amazonensis na infeccdo apés 96 h, decidimos analisar também os niveis da
proteina neste tempo tardio. Nossos resultados revelam que, apos 96 h de infecgéo
pelo parasito, a proteina passa a ser induzida também nas células deficientes em
MyD88 e TRIF (Figura 27). Podemos observar que a infec¢cado por amastigotas de L.
(L.) amazonensis induz CD200 em macrofagos WT, mas que os niveis da proteina

sdo maiores nas células deficientes para a moléculas adaptadoras de TLRs.
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Figura 27 - Importancia de MyD88 e TRIF na indugcdo de CD200 em macrofagos 96 h apds a
infeccdo por amastigotas de L. (L.) amazonensis. Macrofagos derivados de medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 (WT), MyD88-- e TRIF'- foram infectados (+) ou ndo (-) com amastigotas de
lesdo de L. (L.) amazonensis (MOI 2). Apés 1 h, as células foram lavadas 3 vezes com PBS para retirar
0s parasitos nao fagocitados e meio novo (RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB e 5% de
sobrenadante de células L929) foi adicionado. Apos 96 h, os niveis proteicos de CD200 foram
analisados. A imagem mostra o Western blot apés a imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 96 h
apos a infeccdo. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de
imunoprecipitacdo (INPUT). Repeticdes bioldgicas: 3.

Estes resultados sugerem que a via dos TLRs seja importante apenas no

processo de inducdo de CD200 no inicio da infeccdo pelo amastigota. Em tempos
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posteriores, a proteina estaria sendo induzida por outra via. Dessa forma, posteriores
projetos serdo desenvolvidos no laboratério para tentar desvendar a participacdo de
outras moléculas em outras vias de inducéo de CD200 em tempos tardios da infeccao
de macrofagos por L. (L.) amazonensis ou mesmo em infec¢des crbnicas pelo

parasito.

4.3 Avaliacao da importancia de TLR9 na infec¢cdo de camundongos com L. (L.)
amazonensis

Com base nos resultados obtidos nos ensaios in vitro, decidimos avaliar a
importancia de TLR9 no desenvolvimento de lesdo em camundongos infectados com
L. (L.) amazonensis. Assim, camundongos WT e TLR9” foram infectados na pata
traseira esquerda, sendo o tamanho da lesdo quantificado ao longo de cinco semanas.
Os resultados mostram que as lesdes desenvolvidas nos camundongos WT
cresceram mais rapidas em comparacdo aos camundongos TLR9”, apresentando
uma diferenca significativa na terceira semana (Figura 28A). Ao final da quinta
semana, 0s grupos ndo apresentaram diferencas significativas no tamanho das lesdes
(Figura 28A e B). Contudo, a analise da carga parasitaria revelou um maior nimero

de parasitos nos camundongos WT (Figura 28C).
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Figura 28 - A importancia de TLR9 na infeccdo de camundongos por L. (L.) amazonensis.
Camundongos C57BL/6 WT e TLR9” foram infectados na pata posterior esquerda com promastigotas
de fase estacionaria de L. (L.) amazonensis (108/ pata) e o tamanho da leséo foi quantificado ao longo
de cinco semanas. (A) Tamanho da lesdo em mm ao longo das cinco semanas de infeccdo. (B) Imagem
representativa das lesdes observadas na quinta semana apos o inicio da infec¢édo. (C) Quantificagao
da carga parasitaria obtida por meio de diluicdo limitante das lesdes. Resultado expresso em logaritmo
na base 10 (Log10). (D) Quantificacéo de células F4/80+CD200+ presentes nas lesdes, expressas em
porcentagem (%) — analise por citometria de fluxo. (E) Quantificacdo da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MFI) da molécula CD200 em células F4/80+CD200+ presentes na lesdo — analise por
citometria de fluxo. * p<0,05; ** p<0,01 (Teste t de Student). (n=4).

Ao analisarmos as células presentes nas lesfes ao final da quinta semana,
observamos que tanto camundongos WT quanto TLR9” apresentaram quantidades
semelhantes de células F4/80+CD200+ (macréfagos expressando CD200). Tanto a
andlise da porcentagem de células F4/80 positivas para CD200 (Figura 28D), quanto
a analise da mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) (Figura 28E), mostraram
nao haver diferencas significativas entre as células presentes nas lesdes de
camundongos WT e TLR9".

Apesar desses resultados ainda serem preliminares e utilizarem um numero
pequeno de animais, eles sugerem a importancia do TLR9 nas primeiras semanas de
infecgao por L. (L.) amazonensis. A auséncia de TLR9 acarretou em lesbes menores
e com menos parasitos. Contudo, a andlise das células F4/80+CD200+ revelou ndo
haver diferencas na expressdo de CD200. Este ensaio seré repetido no intuito de
confirmar os resultados encontrados e adicionar a analise de citometria de fluxo o
marcador celular CD11c, que possibilita identificar células dendriticas dentro da
populacédo celular CD11b+F4/80+. Isso nos ajudara a refinar nossa analise e garantir
gue apenas macrofagos (CD11b+CD11c-F4/80+) estejam sendo analisados.

4.4 |dentificagcdo da molécula efetora de L. (L.) amazonensis responsavel pela
indugéo de CD200 em macréfagos

Diversos antigenos de Leishmania tém sido relatados por ativar TLRs (Faria,
Reis, Lima, 2012). Moléculas como o LPG, a GP63, o glicoinositol fosfolipideo (GIPL),
bem como dsRNA e DNA, ja foram descritos por serem responsaveis por ativar estes
receptores em diferentes modelos celulares (Tuon et al., 2008; Abou Fakher et al.,
2009; Hartley et al., 2012; Gupta et al., 2015). Assim, para entender o mecanismo de
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s

inducdo de CD200 pela L. (L.) amazonensis € importante identificar sua possivel

molécula efetora.

4.4.1 Inducdo de CD200 em macrofagos por DNA de L. (L.) amazonensis e sua
modulacao na atividade da enzima iNOS

Nossos resultados utilizando macréfagos deficientes em diferentes TLRs
revelaram a importancia de TLR9 para a inducdo de CD200 na infeccado por
amastigotas de L. (L.) amazonensis (Figura 20). O TLR9 é descrito por reconhecer
dinucleotideos CpG nao metilados presentes em grande quantidade no DNA de
microrganismos. Desta forma, decidimos estimular por 1 h os macrofagos com
diferentes concentracdes de DNA purificado de amastigotas axénicos de L. (L.)
amazonensis. Ao analisarmos os niveis proteicos de CD200 por imunoprecipitacdo e
Western blot, verificamos que em macrofagos (WT) estimulados com 1 pg/mL de DNA
do parasito houve a inducéo da proteina CD200 (Figura 29). Este resultado sugere

gue o DNA da L. (L.) amazonensis é capaz de induzir CD200 em macréfagos
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Figura 29 - Inducdo de CD200 em macréfagos por DNA de L. (L.) amazonensis. Macréfagos
derivados de medula éssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram estimulados por 1 h com diferentes
concentracdes de DNA obtido de amastigotas de L. (L.) amazonensis e em seguida os niveis proteicos
de CD200 foram analisados. A imagem mostra o Western blot apés imunoprecipitagdo da proteina
CD200 em 1 h de incubagéo. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina colocada na
coluna de imunoprecipitacao (INPUT). NT: ndo tratado. Repeti¢cbes biologicas: 2.

No trabalho de Cortez e colaboradores (2011) foi mostrado que a proteina
CD200 promove a multiplicagéo intracelular da L. (L.) amazonensis por meio da
regulacdo dos niveis de INOS, concomitante com a diminuicdo dos niveis de NO
durante a infec¢do. Desta forma, decidimos investigar a possivel modulacdo do DNA
do parasito nesta atividade microbicida do macréfago. Para isto, estimulamos as
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células por 6 h com LPS (500 ng/mL) a fim de pré-ativar a célula e induzir iINOS. A
seguir, lavamos as células com PBS para retirar o LPS e infectamos com amastigotas
de lesédo (MOI 2, 1 h); ou tratamos as células com CD200-Fc (4 pg/mL) ou com DNA
do parasito (1 pg/mL). ApGs 42 h verificamos os niveis proteicos de INOS. Como
mostra o resultado de Western blot, tanto o parasito, quanto seu DNA, foram capazes
de reduzir os niveis de iINOS induzidos pelo LPS, de forma semelhante ao tratamento
com CD200-Fc (Figura 30A) - observado pela auséncia de banda referente a proteina
(130 kDa) na imagem de Western blot. A razdo INOS/Actina obtida da densitometria

das bandas mostra quantitativamente esta diminui¢cdo nos niveis de iNOS.
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Figura 30 - Inibicdo daenzimaiNOS e da producdo de NO celular por DNA de L. (L.) amazonensis.
Macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram estimulados ou nédo por
6 h com LPS (500 ng/mL) e ap6s infectados com L. (L.) amazonensis (MOI 2; 1 h); ou tratados com
CD200-Fc (4 pg/mL); ou com DNA de L. (L.) amazonensis (extraido de amastigotas axénicos) (1
pg/mL). (A) Imagem de Western Blot da proteina iINOS apés 42 h de infeccao/tratamento. Actina foi
utilizada como controle. A razdo da densitometria das bandas de iINOS/Actina é mostrada abaixo. (B)
Quantificagao de nitrito no sobrenadante celular apds 42 h de infec¢ao ou tratamento. NI: ndo infectado;
L. a: amastigotas de L. (L.) amazonensis. * p<0,05; ** p<0,01; **** p<0,0001; (ANOVA 2 vias, seguido
de teste de Sidak). Repeticdes biolégicas: 2.
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Ao quantificarmos a producao de NO pelos macrofagos, observado pelos niveis
de nitrito no sobrenadante celular, verificamos que o amastigota e/ou seu DNA, bem
como CD200-Fc, foram capazes de reduzir os niveis de nitrito (Figura 30B).

Esses resultados sugerem que L. (L.) amazonensis, bem como seu DNA, séao
capazes de modular os niveis de INOS e a producédo de NO, possivelmente por um
mecanismo relacionado a inducéo de CD200. Isso reforca a ideia de que o DNA de L.

(L.) amazonensis esteja induzindo a expresséo de CD200, ajudando na infecgéo.

4.4.2 Inducdo de CD200 em macréfagos por vesiculas extracelulares de L. (L.)
amazonensis

Os resultados de inducdo de CD200 por DNA da L. (L.) amazonensis nos
fizeram questionar como este material estaria sendo liberado do parasito e entrando
em contato com TLR9, para induzir CD200 anteriormente detalhado. Lembrando que
0 parasito precisa ingressar no macrofago e estar viavel, procuramos algum
mecanismo descrito na literatura capaz de completar os nossos resultados. Inimeros
trabalhos tém demonstrado a presenca e importancia de VEs sendo liberadas pela
Leishmania, carregando fatores de viruléncia do parasito capazes de modularem a
ativacdo de macréfagos (Silverman et al., 2010; Hassani et al.,, 2011; Silverman,
Reiner, 2012; Atayde et al., 2016). Sabendo que TLR9 reconhece os motivos CpG de
DNA néo metilado de microorganismos e que o DNA de L. (L.) amazonensis é capaz
de induzir CD200 na célula, decidimos analisar se o DNA presente em vesiculas
produzidas pelo amastigota € capaz de induzir CD200 em macroéfagos.

Utilizando culturas de amastigotas axénicos mantidas em meio acido (pH 5,2)
e temperatura de 33 °C (condicbes semelhantes as encontradas no vacuolo
parasitéforo do macréfago), analisamos a producao de VEs por L. (L.) amazonensis.
Por meio da técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), obtivemos
imagens que demonstram que amastigotas de L. (L.) amazonensis produzem e
secretam VEs (Figura 31). Como observado nas imagens, todos os amastigotas
apresentam vesiculas sendo secretadas ap0s 2 h de incubacgéo. A figura 31A mostra

gue mesmo em divisao celular o amastigota segue liberando VEs.
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Figura 31 - Vesiculas extracelulares liberadas por amastigotas de L. (L.) amazonensis.
Amastigotas axénicos de L. (L.) amazonenis foram lavados com PBS e incubados por 2 h, a 33 °C, em
meio de cultura de amastigotas livre de vesiculas (pH 5,2). Apds os amastigotas foram centrifugados e
fixados para microscopia (A-L) Imagens representativas da microscopia eletrdnica de varredura,
mostrando as microvesiculas produzidas pelo amastigota. F e | apresentam o aumento das imagens E
e H, respectivamente.

A analise por rastreamento de nanoparticulas (NTA, do inglés Nanoparticle
Tracking Analysis) revelou que o tamanho médio das VESs variou entre 94 e 215,80
nm, e que a concentracao obtida foi de 1,96e+009 particulas/mL (Figura 32). Tanto o
tamanho das VEs quanto a sua forma de liberagdo por brotamento na membrana

evidenciada na figura 31F sdo caracteristicos de microvesiculas.
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Figura 32 - Caracterizacdo das vesiculas extracelulares liberadas por amastigotas de L. (L.)
amazonensis. Amastigotas axénicos de L. (L.) amazonenis foram lavados com PBS e incubados por
2 h, a 33 °C, em meio de cultura de amastigotas livre de microvesiculas (pH 5,2). Ap6s os amastigotas
foram centrifugados e fixados para microscopia; o sobrenadante da incubacéo foi filtrado e utilizados
para andlise por rastreamento de nanoparticulas (NTA). A imagem mostra a analise das vesiculas
extracelulares obtidas do sobrenadante dos amastigotas ap6s 2 h de incubagédo. O resultado apresenta
a concentracéo de particulas por mL e o tamanho das vesiculas em nm. Repeti¢des bioldgicas: 3.

Para avaliar a capacidade das microvesiculas produzidase liberadas por
amastigotas de L. (L.) amazonensis em induzir CD200, decidimos estimular por 1 h os
macréfagos diferenciados de medula dssea de camundongos C57BL/6 WT e TLR9
com as VEs obtidas no sobrenadante das incubacdes dos parasitos em meio acido e
temperatura de 33 °C. O DNA presente nas VEs foi extraido e também incubado na
concentracéo de 1 pg/mL. Para garantir a pureza do DNA obtido, as amostras foram
incubadas com RNAse durante o protocolo de extracdo, de acordo com as
especificacdes do fabricante do kit utilizado.

Ao analisarmos os niveis proteicos de CD200 por Western blot, observamos a
indugcédo da proteina nos macrofagos WT infectados, bem como nos macrofagos
tratados com DNA obtido das VEs e/ou tratados com o conteudo total de VEs obtido
das incubacdes (Figura 31A). E possivel verificar a inducdo da proteina pela presenca
de duas bandas referentes a CD200 (42/45 kDa). Estas duas bandas séo
caracteristicas da marcagdo do anticorpo em Western blot da proteina murina.
Também nos chamou a atencéo a presenca de um padréo distinto de marcacdo no
grupo tratado com VEs, onde foi observada apenas uma banda mais forte na altura
de 45 kDa. Em macréfagos TLR9” nao foi observada a indugdo de CD200 pelo
parasito. Contudo, foram observadas bandas de 42 kDa nos macréfagos TLR9™
tratados com VEs e/ou DNA obtido das VEs. A razdo CD200/Actina obtida da
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densitometria das bandas mostra quantitativamente a indugdo de CD200 nos
macréfagos WT, diferentemente de TLR9™.
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Figura 33 - Inducdo de CD200 por DNA de vesiculas extracelulares liberadas por amastigotas de
L. (L.) amazonensis. Amastigotas axénicos de L. (L.) amazonenis foram lavados com PBS e incubados
por 2 h, a 33 °C, em meio de cultura de amastigotas livre de microvesiculas (pH 5,2). Apds, os
amastigotas foram centrifugados e o sobrenadante da incubacéo foi filtrado e utilizado para extracéo
de DNA. Macré6fagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 WT e/ou TLR9” foram
entdo infectados com L. (L.) amazonensis (MOI 2, 1 h); ou incubados com DNA obtido das vesiculas
extracelulares (DNA VESs) (1 ug/mL, 1 h); ou incubados com vesiculas extracelulares (VEs) (macroéfagos
foram estimulados com o conteldo total de VEs recuperadas da incubagdo em meio acido de 10°
amastigotas, 1 h); ou tratados com o agonista CpG (1 pg/mL, 1 h). (A) Imagem de Western Blot da
proteina CD200 (42/45 kDa) apés 1 h de infeccao/tratamento. Actina foi utilizada como controle. A razéo
da densitometria das bandas de CD200/Actina é mostrada abaixo. (B) Imagem do Western blot apés
imunoprecipitacéo da proteina CD200 em 1 h de infecc¢do/tratamento. Actina foi utilizada como controle
da quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitacdo (INPUT). NI: ndo infectado.
Repeticdes bioldgicas: 2.

Como observado nos resultados anteriores, a técnica de imunoprecipitacao
garante uma melhor analise da expressao de CD200 em macréfagos. Para confirmar
os resultados obtidos por Western blot, macréfagos (WT) foram infectados com
amastigotas axénicos de L. (L.) amazonensis; ou incubados na presenca de 1 pg/mL
de DNA extraido de VEs; ou com as VEs obtidas no sobrenadante das incubactes

dos amastigotas em meio acido e temperatura de 33 °C; ou com 1 pg/mL do agonista
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de TLR9 (CpG). Os resultados obtidos ap6s a imunoprecipitacdo de CD200
mostraram mais uma vez que tanto o DNA, quanto a VEs, sdo capazes de induzir
CD200 de forma semelhante ao observado na infeccédo e/ou tratamento com CpG
(Figura 33B).

Estes resultados sugerem que os amastigotas de L. (L.) amazonensis estejam
liberando VEs dentro do vacuolo parasitoforo do macréfago e que o DNA presente
nestas vesiculas seja capaz de ativar TLR9/MyD88/TRIF, induzindo CD200. Contudo,
mais estudos S80 necessarios para caracterizar as estruturas de DNA presente nelas
bem como.a importancia dessas vesiculas para a inducdo da proteina durante a

infeccéo.

4.5 Importancia de diferentes vias de sinalizacdo celular na inducdo de CD200
em macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis

4.5.1 Avaliacdo das vias de sinalizagdo celular utilizadas por TLRs na indugéo de
CD200 em macroéfagos infectados por amastigotas de L. (L.) amazonensis

A sinalizacao celular classica mediada por TLR9 recruta as proteinas MyD88,
IRAK e TRAF®6, ativando fatores de transcricdo importantes como NF-kB e AP-1. Estes
fatores de transcricdo induzem a expressao de citocinas inflamatoérias como 1L-1, IL-
6, IL-12 e TNF-a (Tsujimura et al., 2004; Kawai, Akira, 2007; Jin, Lee, 2008).
Mukhopadhyay e colaboradores (2010), utilizando macréfagos deficientes na proteina
c-Rel (membro da familia do NF-kB), mostraram a importancia do fator de transcricao
NF-kB na via de inducdo de CD200 por LPS em macréfagos. Desta forma, nos
questionamos se NF-kB poderia estar envolvido na indugdo de CD200 por L. (L.)
amazonensis.

Durante a sinalizagéo de TLRs ocorre a fosforilagdo de IkB (inibidor de NF-kB),
0 qual acaba por ser degradado, liberando o dimero NF-kB (p50/p65) para ir ao nucleo
e ativar a transcricao de diversos genes (DiDonato et al., 1996; Ghosh, Karin, 2002).
Dessa forma, analisamos os niveis de NF-kB citoplasmaticos durante a infeccéo por
amastigotas de L. (L.) amazonensis. As amostras de proteina obtidas do ensaio de
infeccdo foram centrifugadas, separando as proteinas citoplasmaticas do material
gendmico das células, permitindo detectar apenas os niveis do fator de transcricao

presentes no citoplasma. Como pode ser observado na figura 34, nossos resultados
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sugerem que h& um direcionamento do fator de transcricdo para o nucleo, visto que
ocorreu uma diminui¢do nos niveis citoplasmaticos da porgéo p65 (65 kDa) do fator
de transcricdo durante a infeccdo, sendo este efeito observado também no estimulo
controle com LPS, agonista de TLR4 sabidamente conhecido por induzir a ativacao
de NF-kB (Andreakos et al., 2004). A razao NF-kB/Actina obtida da densitometria das
bandas mostra quantitativamente esta diminuicdo nos niveis citoplasmaticos de NF-
KB.
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Figura 34 - Niveis citoplasmaticos de NF-kB em macrofagos infectados por amastigotas de L.
(L.) amazonensis. Macrofagos derivados de medula de camundongos C57BL/6 (WT) foram infectados
por 1 h com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis. As amostras de proteina obtidas foram
centrifugadas a 10.000x g, 10 min, a 4° C, para separacdo do conteldo nuclear (presente no material
centrifugado). Apenas o sobrenadante contendo as proteinas citoplasmaticas teve os niveis proteicos
de NF-kB analisados. A imagem mostra o Western blot para a por¢do p65 de NF-kB (65 kDa) apds
infeccdo. LPS (1 pg/mL) foi utilizado como controle positivo. A razdo da densitometria das bandas de
NF-kB/Actina é mostrada abaixo. Repeti¢cdes bioldgicas: 3.

A fim de determinar a importancia de NF-kB na via de indugcdo de CD200,
decidimos inibir o fator de transcri¢cdo durante a infecgéo por L. (L.) amazonensis. Além
disso, diferentes proteinas pertencentes as vias de sinalizac¢éo distintas utilizadas por
TLRs também foram inibidas. Para isso, macrofagos diferenciados de medula 6ssea
de camundongos C57BL/6 (WT) foram pré-tratados com os diferentes inibidores:
Triptolide (inibidor de NF-kB), Z-VAD-FMK (inibidor de caspases), 2-Aminopurina
(inibidor de PKR), AZD1480 (inibidor de janus quinase 1 e 2 — JAK1 e JAK2) e
PD98059 (inibidor de ERK). Apds o tratamento, os macrofagos foram infectados por
1 h com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis e a expressao de CD200 foi
analisada por imunoprecipitacdo. Os resultados mostram que quando inibido NF-kB,

PKR, JAK e ERK, h&d uma diminuicdo nos niveis de CD200, comparados com 0
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controle ndo tratado (Figura 35). Isto sugere a possivel participacdo destas proteinas
na via de inducdo de CD200 gerada pelo parasito.
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Figura 35 - Participagdo de NF-kB, JAK, ERK e PKR na indugdo de CD200 por amastigotas de L.
(L.) amazonensis. Macréfagos derivados de medula de camundongos C57BL/6 (WT) foram infectados
por 1 h com amastigotas de leséo de L. (L.) amazonensis. As células foram tratadas previamente a
infeccdo com os diferentes inibidores: Triptolide (inibidor de NFkB, 100 nM); Z-VAD-FMK (inibidor de
pan-caspase, 10 ug/mL); 2-Aminopurina (inibidor de PKR, 5 mM); AZD1480 (inibidor de JAK1 e JAK2,
3,5 ug/mL) e PD98059 (inibidor de ERK, 50 uM). A imagem mostra o Western blot apés a
imunoprecipitacdo da proteina CD200 em 1 h de infeccdo. Actina foi utilizada como controle da
quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitacdo (INPUT). Repeti¢cdes bioldgicas: 2.

A via de inducédo de CD200 por L. (L.) amazonensis em macrofagos néo utiliza
caspases. Foi observado em nossos resultados que nas células pré-tratadas com Z-
VAD-FMK, o parasito induziu a proteina semelhante ao controle nao tratado infectado
(Figura 35). Isso sugere que estas proteases importantes no controle da inflamacgéo e
morte celular ndo estdo relacionadas com a inducdo de CD200 por L. (L.
amazonensis.

Nossos resultados também mostraram que a inibicdo de ERK durante a
primeira hora de infeccdo por L. (L.) amazonensis diminui os niveis de inducédo de
CD200. Segundo dados da literatura, a ativacao da via de ERK que culmina com sua
fosforilacéo ja foi relacionada ao aumento de CD200 (Petermann et al., 2007). Ao
analisarmos os niveis de fosforilagdo dessa proteina durante a infeccéo pelo parasito,
observamos que a proteina € rapidamente fosforilada (5 min apds a infecgcéo), mas

gue essa fosforilacdo desaparece posteriormente (Figura 36).
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Figura 36 - Fosforilacdo da proteina ERK em macr6fagos durante os diferentes tempos de
infeccdo por amastigotas de L. (L.) amazonensis. Macrdfagos derivados de medula 6ssea de
camundongos C57BL/6 (WT) foram infectados por 5, 15, 30 ou 60 min com amastigotas de lesdo de L.
(L.) amazonensis. Para sincronizar a infeccéo, as células com os parasitos foram mantidas por 30 min
em gelo antes de serem colocadas a 33 °C. ApOs cada tempo, as amostras de proteina foram recolhidas
e analisadas para p-ERK e ERK. A imagem mostra o Western blot dos niveis de fosforilagdo de ERK
(42/44 kDa) nos diferentes tempos de infeccdo (p-ERK). ERK total (42/44 kDa) foi utilizada como
controle. Repeticdes biolédgicas: 2.

Em um trabalho de Yang e colaboradores (2007) ja havia sido descrita essa
capacidade de ativacdo da via ERK em macréfagos durante a infeccdo por
amastigotas de leséo de L. (L.) amazonensis, com o mesmo fenoétipo de fosforilacao
nos tempos iniciais por nés observado. Se a ativacdo de ERK estd envolvida
diretamente com a induc¢do de CD200, ainda ndo sabemos. Mais experimentos sao
necessarios para entender melhor este processo, a fim de relaciona-lo com a inducao

da proteina pelo amastigota.

4.5.2 Avaliacdo da importancia do célcio na indu¢cdo de CD200 em macréfagos
infectados por L. (L.) amazonensis

O célcio atua como um segundo mensageiro em diversos tipos celulares,
incluindo os macrofagos (Maurya, Subramaniam, 2007). Ele estd envolvido em
inumeras funcdes importantes para a resposta imune, regulando a atividade de
proteinas como a calmodulina e a calcineurina (Zhang et al., 2011; Escolano et al.,
2014). A fim de analisar se os niveis citoplasmaticos de Ca?* regulam a inducédo de
CD200 por amastigotas de L. (L.) amazonensis no macréfago, decidimos modular a
presenca do ion na célula e avaliar a expressao de nossa proteina de estudo.

Macroéfagos derivados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6 (WT) foram
tratados previamente a infeccdo com BAPTA (quelante de célcio) e Tapsigargina
[inibidor da bomba Ca?*-ATPase do reticulo sarco/endoplasmatico (SERCA) — um

transportador de calcio para o reticulo endoplasmatico]. Enquanto o primeiro reduz o
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fon disponivel na célula, o segundo gera um actimulo do Ca?* no citoplasma. Apds 1
h de infeccdo com amastigotas de leséo de L. (L.) amazonensis, 0s niveis de inducao
foram verificados por imunoprecipitagdo e Western blot. Nossos resultados mostram
gue os niveis de calcio intracelular ndo estdo envolvidos na inducédo de CD200 pelo
parasito na primeira hora de infecgdo. Como mostrado na figura 37, tanto nos
macréfagos tratados quanto no controle ndo tratado, o parasito foi capaz de induzir
CD200.
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Figura 37 - Importancia do calcio intracelular na inducdo de CD200 em macrofagos por
amastigotas de L. (L.) amazonensis. Macrofagos derivados de medula de camundongos C57BL/6
(WT) foram tratadas previamente por 1 h com Bapta (quelante de calcio, 10 uM) e Tapsigargina
(inibidor da SERCA - transportador de calcio para o reticulo endoplasmético, 1 pM). Apds, as células
foram infectadas por 1 h com amastigotas de lesdo de L. (L.) amazonensis e em seguida os niveis
proteicos de CD200 foram analisados. A imagem mostra o Western blot ap6s a imunoprecipitacdo da
proteina CD200 em 1 h de infeccdo. Actina foi utilizada como controle da quantidade de proteina
colocada na coluna de imunoprecipitacao (INPUT). Repeti¢des bioldgicas: 2.

Estes resultados sugerem que a inducédo de CD200 por amastigotas de L. (L.)
amazonensis € um processo que independe dos niveis intracelulares de célcio.

Porém, mais estudos sdo necessarios para confirmar estes resultados.

4.5.3 Participacdo das vias de degradacdo proteica na inducdo de CD200 em
macrofagos infectados por L. (L.) amazonensis

As duas principais vias de degradacdo proteica na célula sdo o sistema
ubiquitina-proteasssoma (que degrada principalmente proteinas de vida curta) e a
autofagia (capaz de degradar grandes agregados proteicos) (Dikic, 2017). Durante a
infeccdo por L. (L.) amazonensis, estes sistemas sao ativados como mecanismo de

defesa contra o parasito, principalmente na maturacdo do vacuolo parasitoforo



99

(McConville et al., 2015). Desta forma, decidimos avaliar se ha uma relacdo entre a
inducdo de CD200 pelo amastigota de L. (L.) amazonensis e as vias de autofagia e
proteassoma no macrofago.

Para determinar a importancia dessas vias de degradacéo proteica na inducao
de CD200 pelo parasito, macréfagos foram pré-tratados com diferentes inibidores:
Bafilomicina Al (inibidor da formacao do fagolisossoma) com Leupeptina (inibidor de
proteases presentes no lisossomo), MG132 (inibidor da subunidade 26S de
proteassoma) e 3-Metiladenina (3MA) (inibidor de Fosfatidilinositol 3 quinase — PI3K,
componente da via de autofagia). As células foram entdo infectadas por 1 h com
amastigotas de L. (L.) amazonensis e apds os niveis de inducdo de CD200 foram
analisados por imunoprecipitacdo e Western blot. Nossos resultados mostram que
mesmo nos macroéfagos tratados houve a inducdo de CD200 pelo parasito (Figura 38).
O que nos chamou a atencao foi que em macréfagos tratados nao infectados também
houve a indugéo da proteina, sugerindo que CD200 possa estar sendo expressa e

degradada constantemente em condi¢cBes normais (sem infec¢ao).

A
IP: CD200
Controle B+L MG132 3MA
Leishmania - + s + - + - + (E:)v;)
.
-50
cozoo | ML M AR e R e B e
-37
INPUT | s -_Mi.n
Inibicao - Fagolisossoma " Proteassoma Il Autofagia |
B
Mw
Controle 3MA B+L MG132 (kDa)

. -50
CD200 -
a1 1

Actina I— — — -|_37

Inibiczo | |[ womss [ rasoimossoms || prowasmams |
0,37 0.82 0,80 091
Figura 38 - Regulacdo dos niveis de CD200 por sistemas celulares de degradacdo proteica.
Macréfagos derivados de medula de camundongos C57BL/6 (WT) foram tratados com os diferentes
inibidores: Bafilomicina (inibidor da formacédo do fagolisossoma, 50 nM) com Leupeptina (inibidor de
proteases presentes nos lisossomos, 50 pM) (B+L), MG132 (inibidor de proteassoma, 10 pM) e 3MA
(inibidor de autofagia, 50 uM). Apés, as células foram infectadas por 1 h com amastigotas de lesao de
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L. (L.) amazonensis e em seguida os niveis proteicos de CD200 foram analisados. (A) A imagem mostra
0 Western blot apds a imunoprecipitagdo da proteina CD200 em 1 h de infecgdo. Actina foi utilizada
como controle da quantidade de proteina colocada na coluna de imunoprecipitagdo (INPUT). (B)
Imagem do Western blot da proteina CD200 (42/45 kDa) apés os diferentes tratamentos (sem infec¢cao).
Actina foi utilizada como controle. A razao da densitometria das bandas de CD200/Actina é mostrada
abaixo. Repeti¢cbes bioldgicas: 3.

Com o intuito de confirmar os resultados encontrados, macrofagos foram
tratados com os inibidores, sem a realizacdo posterior de infeccdo ou de qualquer
outro estimulo. Como mostrado na figura 38B, a inibicdo das vias aumentou os niveis
de CD200 na célula. Estes resultados sugerem que o silenciamento da maquinaria de
degradacédo proteica contribua para o aumento dos niveis de CD200. Contudo, mais
experimentos sdo necessarios para confirmar se a proteina estd sendo
constantemente produzida e degradada, e se de fato ha uma relagédo entre a via de
inducdo de CD200 por L. (L.) amazonensis e estes mecanismos celulares. Estes
resultados estdo sendo analisados e processados para um novo projeto que sera

parte de futuros estudos de nosso grupo de pesquisa.
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Os mecanismos de regulacdo dentro do sistema imunol6gico sao essenciais
para prevenir patologias ou danos gerados por uma resposta inflamatéria desregulada
ou descontrolada contra antigenos préprios e nao proprios. A proteina CD200,
amplamente expressa e induzida, desempenha um papel importante neste processo,
reprimindo a resposta inflamatdria sobre células da linhagem mieldide que expressam
receptores para CD200 (CD200R) (Barclay et al., 2002).

No trabalho de Cortez e colaboradores (2011) foi demonstrado que a L. (L.)
amazonensis manipula essa via inibidora, induzindo a expressdo de CD200 e
favorecendo sua propria infeccdo. Dessa forma, em nosso estudo, avaliamos o
possivel mecanismo de inducdo de CD200 por amastigotas de L. (L.) amazonensis
em macrofagos. Nossos resultados mostram a importancia da via de TLRs, revelando
a participacdo de TLR9 e das proteinas adaptadoras MyD88 e TRIF nesse
mecanismo.

Os amastigotas sdo formas importantes do ciclo biolégico da Leishmania no
contexto da doenca. Elas persistem nos tecidos do hospedeiro propagando a infeccéo
de célula para célula e/ou para outros tecidos. Isso ocorre devido a proliferacédo
extensiva dentro do fagolisossoma intracelular, que eventualmente lisa as células
infectadas fazendo com que macrofagos vizinhos fagocitem o parasito, dando
continuidade a doenca (Kaye e Scott, 2011). Durante o processo de fagocitose, 0
amastigota interage primeiramente com a membrana celular do macréfago, estrutura
gue contem varias moléculas do tipo receptor que podem ativar vias de sinalizacao
gue ajudam a condicionar a resposta contra o parasito, muitas vezes desativando ou
silenciando a célula hospedeira (Kima et al., 2007).

Ao avaliarmos a associagao entre a indugao de CD200 e a entrada do parasito
na célula, observamos que a internalizacdo do amastigota de L. (L.) amazonensis via
fagocitose pelo macrofago é um processo importante na indugédo da proteina. O
simples contato do amastigota com o macrofago (em macrofagos tratados com
Citocalasina D) nao induz niveis de CD200 semelhantes aos observados quando o
parasito esté internalizado. Além disso, mostramos que o parasito necessita estar vivo
dentro da célula, uma vez que nos testes realizados com os amastigotas inativados
por calor ou fixados com paraformaldeido ndo foi observada a indugao de CD200. Isto
sugere que condi¢des especiais que acontecem nos primeiros momentos da formacao

do vacuolo parasitéforo sejam as que promovam um ambiente adequado para a
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expressdo de CD200 induzida por amastigotas viaveis de L. (L.) amazonensis
envolvendo o TLRO.

Nesse sentido, um dos fatores que deveriam estar acontecendo na primeira
hora de infeccdo € o recrutamento de endossomos contendo TLR9 no vacuolo
parasitoforo nascente. Este fenbmeno néo € dificil de imaginar, uma vez que tem sido
demonstrado que apoés internalizacdo de Leishmania em macrofagos, varias
estruturas sado recrutadas e participam na biogénese do vacuolo parasitéforo de
Leishmania (Korner et al. 2006; Canton et al., 2012). Uma das estruturas que tem sido
estudadas na formacéao deste vacuolo é o lisossomo (Antoine et al., 1990; Prina et al.,
1990; Courret et al., 2002). Sabe-se que na fagocitose de amastigotas pelo
macrofago, o vacuolo parasitoforo nascente é rapidamente acidificado e apresenta
marcadores tipicos de lisossomos como LAMP-1(Rodriguez et al., 2011; Wilson et al.,
2008). Se a acidificacao faz parte do processo de inducdo de CD200 no macréfago,
ainda ndo sabemos, mas poderia ser parte essencial na estimulacdo do parasito ou
no recrutamento de endossomos contendo TLR9.

Outra estrutura candidata para posteriores estudos é o reticulo endoplasmatico
(RE) - estrutura associada também com a biogénese do vacuolo parasitéforo de
Leishmania (Pimenta, de Souza, 1985; Ndjamen et al., 2010). Durante a formacé&o do
vacuolo, ha o recrutamento de vesiculas ou endossomos a partir do RE, local onde o
TLR9 esta localizado antes da ativacdo celular (Leifer et al., 2004). Quando a célula é
tratada com CpG, TLR9 é translocado do RE para os endossomos via complexo de
Golgi, se juntando ao VP posteriormente (Chockalingman et al., 2009).

Os TLRs sdo membros de uma familia de receptores celulares que ajudam no
controle de infec¢Bes causadas por Leishmania e outros patégenos, sendo essenciais
no desenvolvimento da resposta imune inata (Soong, 2012). Sua ativagdo mediante o
reconhecimento de estruturas especificas resulta na geracdo de mediadores com
atividade anti-Leishmania, contribuindo para o controle do parasito e ajudando no
desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa eficiente (Tuon et al., 2008;
Gurung, Kanneganti, 2015).

Em 2010, um estudo revelou pela primeira vez que a inducdo da molécula
imunomoduladora CD200 em macrofagos poderia ocorrer via TLRs (Mukhopadhyay
et al., 2010). O trabalho mostrou que CD200, juntamente com seu receptor CD200R,
apresenta um papel chave na inibicdo da ativagdo de macrofagos em um contexto de
infeccdo por N. meningitidis. Para se proteger da septicemia causada pela bactéria,
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0os macrofagos, ao reconhecer o LPS bacteriano via TLR4, passavam a expressar
CD200, controlando a ativacdo celular e evitando uma resposta imunoldgica
exacerbada.

Em nosso estudo, mostramos a direta participacdo dos TLRs, bem como de
suas proteinas adaptadoras, na indu¢do de CD200 em macréfagos infectados com
amastigotas de L. (L.) amazonensis. Utilizando animais deficientes em diferentes
TLRs, foi possivel observar que o TLR9 comp®e a via inicial de inducéo da proteina
pelo parasito. O mesmo também foi observado quando analisamos 0s niveis da
proteina na infeccdo de macrofagos deficientes em MyD88 e TRIF. Entretanto, a
inducéo de CD200 na célula em um tempo posterior utiliza outro mecanismo, uma vez
que macréfagos MyD88”- e TRIF- expressaram a proteina apds 96 h de infeccao.
Logo, apesar do amastigota estar utilizando TLR9-MyD88/TRIF para induzir CD200
apos ser fagocitado, uma vez estabelecida a infecc¢ao, outra via de indugéo deve estar
sendo ativada.

Classicamente, a ativacdo de TLR9 recruta MyD88, levando a producao de
citocinas inflamatdérias via NF-kB (Tsujimura et al., 2004; Kawai, Akira, 2007). Apesar
da inducédo de CD200 se mostrar dependente de TLR9-MyD88, observamos que a
molécula adaptadora TRIF, surpreendentemente, também €& importante para a
inducdo de CD200 por amastigotas de L. (L.) amazonensis. Em 2013, Volpi e
colaboradores (2013) reportaram pela primeira vez um papel para a proteina TRIF na
sinalizacao do receptor TLR9, demonstrando que a associacédo entre TLR9, TRIF e
TRAF6 leva a ativacao da sinalizag&o por NF-kB ndo can6nica, induzindo IRF3 e TGF-
B. O trabalho também mostrou que, in vivo, a via TLR9-TRIF - mas nao a sinalizacao
por MyD88 — € necessaria para protecao de CpG contra a inflamacéo alérgica.

Como ja mencionado o TLR9 reconhece CpG nao metilado (Ohto et al., 2015).
Ao estimularmos os macréfagos por 1 h com CpG, observamos um aumento nos
niveis de CD200 — o que nao foi observado com os agonistas para outros TLRs
(TLR2/6, 3 e 4). Além disso, quando os macréfagos foram estimulados também por 1
h com o DNA extraido de amastigotas de L. (L.) amazonensis, houve um aumento nos
niveis de expressao da proteina. Assim, podemos sugerir que os motivos CpG do DNA
do parasito estejam contribuindo para a inducéo de CD200 no macrofago, durante a
infeccéo.

O genoma da Leishmania e de outros Tripanossomatideos compartilham as

mesmas propriedades imunoreguladoras sobre células do sistema imune, sugerindo
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que os motivos CpG sejam um traco caracteristico do DNA destes parasitos eucariotos
unicelulares (Khan et al.,, 2014). Embora esteja bem estabelecido que o TLR9
reconheca motivos CpG em genomas microbianos, a especificidade do padrdo de
CpG do DNA da Leishmania que interage com o receptor endossomal ainda é
desconhecida. Contudo, Gupta e colaboradores (2015), utilizando como modelo um
oligodesoxinucleotideo contendo CpG conhecido (ODN 2216), encontrou homologia
com regides ricas em CpG no genoma de L. (L.) mexicana e L. (L.) donovani. Por meio
de uma abordagem de imunoinforméatica foi possivel também observar que os motivos
CpG do DNA dos parasitos sdo geometricamente complementares a regido rica em
leucina 11 (LRR11, do inglés leucine-rich repeat 11) de TLR9, uma regido critica para
o reconhecimento do ligante, que esta conservada em mamiferos. Desta forma,
acreditamos que os motivos CpG que podem estar presentes no DNA de L. (L.)
amazonensis (que pertence ao complexo Leishmania mexicana) sejam reconhecidos
por TLRY, induzindo CD200 no macrofago.

Ao analisarmos a localizacdo de CD200 nas células infectadas, observamos
gue a proteina estava principalmente concentrada em seu citoplasma, enquanto que
CD200R se encontrava na regido da membrana citoplasméatica. Pudemos observar,
no entanto, que a co-localizacéo de ligante e receptor ocorreu em alguns pontos da
membrana citoplasmatica dos macrofagos infectados. Esta co-localizacéo indica a
ativacdo da via CD200-CD200R, o que contribuiria para a regulacdo negativa da
resposta inflamatéria (Hussell, Bell, 2014). Sendo uma importante via de regulacéo,
ndo é estranho pensar que a ligagdo de CD200 (induzida pelo parasito) ao seu
receptor seja necessaria para controlar a ativacdo da célula, uma vez que a
Leishmania precisa infectar os macrofagos que chegam ao foco inflamatorio para
manter a infecgéao.

Apesar da via de TLR ser importante para induzir CD200 e ajudar na infeccao
por L. (L) amazonensis, na sua auséncia observamos que 0Ss amastigotas
conseguiram se multiplicar dentro da célula de forma semelhante aos parasitos que
infectaram macrofagos WT. Isto pode ser explicado pelo fato de os TLRs controlarem
a resposta imune inata do hospedeiro contra patégenos (Tuon et al., 2008; Kumar et
al., 2011), o que favoreceria a multiplicagdo dos amastigotas nos macrofagos
deficientes em TLRs. Além disso, observamos que a indug¢do de CD200 nos tempos
tardios de infeccdo foi independente de MyD88 e TRIF. Uma vez induzida por outra
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via, a proteina pode auxiliar na manutencédo da infeccdo por L. (L.) amazonensis,
mesmo nos animais deficientes na via de TLRs.

Alguns dados ainda nédo publicados de nosso grupo mostram que o estimulo
de macréfagos com IL-10 e IFN-y é capaz de induzir a expressao de CD200. A IL-10,
ja caracterizada por possuir uma importante fungéo imunomoduladora na infecgao por
Leishmania (Kane, Mosser, 2001; Yang et al., 2007; Gannavaram et al., 2016), tem a
capacidade de inibir a ativacdo de macrofagos e outras células da imunidade inata,
possuindo uma acao paracrina sobre as células adjacentes (Sousa et al., 2014; Verma
et al.,, 2016). Desta forma, além de seu efeito anti-inflamatério ja descrito na
leishmaniose, essa interleucina pode estar contribuindo para a inducao de CD200 em
tempos tardios de infec¢ao.

Além dos ensaios in vitro, também foi realizado um ensaio in vivo comparando
o tamanho de les&o e a carga parasitaria de camundongos WT e TLR9 infectados.
Os resultados mostraram a importancia de TLR9 nas primeiras semanas de infec¢cao
por L. (L.) amazonensis, revelando que a auséncia do TLR no camundongo acarreta
em lesGes menores e com menos parasitos. Contudo, observamos por meio da
andlise de citometria de fluxo, que ndo ha diferenca na expressdo de CD200 na
populacdo de células F4/80+ das lesdes dos camundongos WT e TLR9”. Esses
resultados mostram pela primeira vez que os macréfagos presentes na lesdo causada
por L. (L.) amazonensis expressam CD200. Além disso, a auséncia de TLR9 néo
impediu a inducdo de CD200 nestas células, o que ajuda a fortalecer a ideia de que
esta via seja importante apenas no primeiro momento da infecgéo.

Os trabalhos realizados com L. (L.) major (Fakher et al., 2009; Carvalho et al.,
2012), mostraram resultados contrarios aos que encontramos com L. (L.)
amazonensis. Foi observado que na auséncia de TLR9, L. (L.) major produz uma
maior infeccdo, apresentando maior lesdo e carga parasitaria em camundongo
C57BL/6. De acordo com Cortez e colaboradores (2011), L. (L.) major ndo é capaz de
induzir CD200 e apresenta lesdes menores e com menor caga parasitaria, quando
comparada a L. (L.) amazonensis neste mesmo modelo animal. Em outro estudo
realizado com camundongos TLR9” inoculados com L. (V.) braziliensis observou-se
um aumento temporario no tamanho da leséo e na carga parasitaria comparado aos
animais WT. Nesse estudo, o perfil de crescimento das lesbes nas 5 primeiras
semanas foi semelhante ao que nos encontramos em nosso estudo (Weinkopff et al.,
2013).
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A persisténcia do parasito e o sucesso da infeccdo sdo determinados pelo
balanco entre a resposta imune e a habilidade do parasito em resistir a0s mecanismos
citotoxicos de ativacdo das células fagocitarias. A producédo de citocinas, espécies
reativas de oxigénio e derivados de NO normalmente levam a destruicdo de
patogenos fagocitados. Porém a Leishmania é um dos poucos protozoarios capazes
de sobreviver e replicar-se dentro deste ambiente hostil, subvertendo a resposta
imune (Stafford et al., 2002; Van Assche et al., 2011).

O mecanismo exato pelo qual a expressdo de CD200 promove a viruléncia de
L. (L.) amazonensis precisa ser totalmente elucidado. No entanto, Cortez e
colaboradores (2011) mostraram a associagao entre a inducéo de CD200 e a inibicao
da expressao de iINOS e producédo de NO - processo descrito por ser mediado pela
ligacdo da molécula ao receptor CD200R (Banerjee, Dick, 2004; Cameron et al., 2005;
Copland et al., 2007). Em nossos resultados, mostramos que tanto os amastigotas de
L. (L.) amazonensis quanto o seu DNA, sdo capazes de modular a resposta
microbicida induzida por LPS em macréfagos.

A expressdo de INOS em macréfagos pode ser estimulada por diversas
citocinas e por produtos microbianos, como o LPS (MacMicking et al., 1997). Os
parasitos do género Leishmania possuem antigenos capazes de ativarem o
macrofago e estimularem a expressdo de iINOS. Mas enquanto espécies como a L.
(L.) major, que nao induz CD200, acabam sendo mortas pelo NO produzido a partir
da INOS expressa na célula (Liew et al.,, 1990), a L. (L.) amazonensis consegue
subverter a resposta microbicida do macrofago, inibindo este mecanismo (Cortez et
al., 2011). Possivelmente, uma vez dentro do vacuolo parasitéforo, o amastigota de L.
(L.) amazonensis seja capaz de liberar estruturas contendo fragmentos de DNA e
assim induzir CD200 via TLR9, inibindo a expressdo de INOS e favorecendo a
multiplicacéo do parasito.

Quando observamos que o DNA de amastigotas de L. (L.) amazonensis era
capaz de induzir CD200 e inibir INOS nos macréfagos, questionamo-nos como
ocorreria a liberacdo deste material pelo parasito. Sabendo que a Leishmania, assim
como outros tripanossomatideos, produz e secreta VEs capazes de conter fragmentos
de DNA (Silverman et al., 2010; Silverman, Reiner, 2012; Coakley et a., 2015;
Nogueira et al., 2015; Atayde et al., 2016), decidimos investigar se as VEs liberadas
por amastigotas de L. (L.) amazonensis induziam CD200. Nossos resultados

mostraram que o parasito libera estas VEs (com tamanho caracteristico de
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microvesiculas) e que o DNA presente nelas € capaz de induzir CD200 por um
mecanismo dependente de TLR9. Contudo, mais estudos sdo necessarios para
compreender o mecanismo de liberacdo das VEs, bem como caracterizar a estrutura
do DNA presente nestas vesiculas liberadas pelo amastigota no vacuolo parasitoforo.
Além disso, sera interessante avaliar se a qualidade ou quantidade destas
microvesiculas liberadas € diferente nas distintas Leishmania, o que explicaria a
diferenca na inducdo de CD200 ou outras moléculas essenciais para a viruléncia de
cada espécie.

Nosso estudo demonstrou que as VEs de L. (L.) amazonensis apresentam uma
atividade imunossupressora, assim como ja anteriormente visto em outros estudos. A
primeira evidéncia da secrecdo de VEs por Leishmania surgiu a partir da analise de
proteinas secretadas por L. (L.) donovani, L. (L.) major e L. (L.) mexicana. A andlise
protedmica dos parasitos mostrou um aumento substancial de proteinas que haviam
sido identificadas primeiramente em VESs de outros eucariotos, incluindo gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH), ciclofilina A e a metaloproteina GP63 (Silverman
et al., 2008; Hassani, Olivier, 2013; Hassani et al., 2014).

Em VEs de L. (L) donovani foram encontradas varias proteinas
imunomoduladoras conhecidas como antigenos de células T, bem como fatores de
viruléncia necessarios a sobrevivéncia durante a invasdo de células do hospedeiro
(Silverman et al, 2010). Estas vesiculas também demonstraram induzir a liberacao da
citocina imunossupressora IL-10, bem como inibir a producdo de TNF-a e IL-8 em
monaocitos humanos ativados por IFN-y. Nos ensaios in vivo, o pré-tratamento dos
camundongos com VEs derivadas de L. (L.) donovani e L. (L.) major resultou em uma
infecc@o exacerbada, com alta carga parasitaria em relagdo aos controles infectados
gue néo foram pré-expostos as VESs (Silverman et al., 2010).

Além de revelarmos a importancia da ativacao da via TLR9 pelo DNA presente
em VEs liberadas pelo amastigota, também estudamos outros componentes
importantes no mecanismo de indugédo de CD200 por L. (L.) amazonensis. Nossos
resultados mostraram que a via de sinalizagéo celular para a indu¢do de CD200 pode
utilizar as proteinas NF-kB, ERK, JAK e PKR. Nos resultados apresentados por
Mukhopadhyay e colaboradores (2010), tanto a inducdo de CD200 via TLRs quanto a
via de NOD2, foi regulada transcricionalmente por NF-kB. Além disso, Petermann e

colaboradores (2007) relacionaram a inducdo de CD200 com a Vvia
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RAS/RAF/MEK/ERK, uma via que culmina na fosforilacdo de ERK levando ao
aumento da expressao de CD200.

Em nossos resultados também observamos que os niveis de Ca?* na célula
ndo interferem na inducdo de CD200 pelo parasito. O Ca?" é uma molécula
sinalizadora responsavel por controlar inUmeros processos intracelulares (Chin,
Means, 2000; Zhang et al., 2011), como por exemplo a transducédo de sinal em
macrofagos induzida por estimulos inflamatorios. A producédo de TNF-a induzida por
LPS é inibida pela quelacdo de Ca?* ou pela e inibicdo de sua proteina transportadora
(CaM - proteina transportadora de Ca?*) (Lo et al.,, 1996; Chen et al., 2001).
Concomitante a isso, outro estudo revelou a capacidade da cascata de proteina
quinases dependente de calcio/calmodulina (CaMK) de regular a ativacdo de JNK,
p38 e ERK1/2, que estdo relacionadas com a resposta imune do macrofago (Enslen
et al., 1996). Posteriormente, essa cascata também foi relacionada com a producao
de IL-10, uma citocina anti-inflamatoéria importante na infec¢éo por L. (L.) amazonensis
(Padigel et al., 2003; Zhang et al., 2011).

Além das vias classicas de TLRs e da sinalizacdo mediada por Ca?*, também
analisamos a relacdo entre vias proteoliticas e a inducdo de CD200 por L. (L.)
amazonensis. A degradacao proteica intracelular tem um papel crucial na manutencao
da homeostase celular e afeta varios processos essenciais, como a regulacao do ciclo
celular, o controle transcricional, a transducédo de sinal, a apresentacado de antigenos
e o turnover proteico (Pickart, Cohen, 2004). Em nossos resultados, observamos que
ao inibirmos as vias de degradacédo proteica, obtivemos um aumento nos niveis de
CD200, independente da infec¢éo por L. (L.) amazonensis. Isto sugere que a proteina
possa estar sendo regulada por esses mecanismos e que o parasito é capaz de
desligar essa maquinaria para induzir CD200.

A abundancia, a funcdo e a composicado do proteassoma sao rigorosamente
controladas por (a) fatores que induzem a transcricdo de genes que codificam as
subunidades proteassémicas e fatores de montagem, (b) fatores que desencadeiam
a degradacédo de proteassomas e (c) modificagBes pos-traducionais que modulam a
capacidade de degradacao dos proteassomas (Dikic, 2017). Outra questéo importante
€ que a atividade do proteassoma pode ser comprometida por varios agentes externos
e internos, como inibidores quimicos, estresse oxidativo e por proteinas do
proteassoma defeituosas ao longo do envelhecimento celular (Goldberg, 2003;

Baraibar, Friguet, 2012; Schmidt, Finley, 2014). Contudo, se a infeccdo pela
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Leishmania compromete a atividade do proteassoma, ainda ndo sabemos. Nossos
resultados ainda nao permitem estabelecer esta associacdo, mas abrem um
importante espaco para mais estudos no entendimento da biologia celular do

macrofago durante a infeccao.
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Os resultados do nosso estudo permitem concluir que durante o processo de
infeccdo por amastigotas de L. (L.) amazonensis, o parasito viavel induz CD200 no
macrofago via ativacao de TLR9, MyD88 e TRIF. Uma vez induzida a expressao de
CD200, ela pode se ligar a seu receptor CD200R presente na membrana
citoplasmatica da célula e inibir a resposta pré-inflamatéria contra o parasito.

Concluimos também que fragmentos de DNA liberados em microvesiculas de
L. (L.) amazonensis sédo capazes de induzir CD200, modulando a expresséo de iNOS
e a producéo de NO na célula hospedeira.

Os experimentos realizados mostraram a importancia de diferentes moléculas
pertencentes a vias de sinalizacdo associadas a TLRs para a indugédo de CD200,
como NF-kB, ERK, JAK e PKR. Foi possivel observar ainda, que os niveis
intracelulares de Ca?* ndo sdo importantes para a inducdo de CD200 no macréfago.
Além disso, concluimos também que as vias de degradacéo proteica da célula, como
0 proteassoma, estdo relacionadas com os niveis de CD200 intracelulares e que
podem estar sendo reguladas pelo parasito no momento da infec¢éo.

O esquema abaixo auxilia na compreenséao dos resultados encontrados (Figura
39).
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Figura 39 - Esquema de inducdo de CD200 por amastigotas de L. (L.) amazonensis na infec¢ao
de macréfagos. (I) Durante o processo de fagocitose pelo macréfago, o DNA do parasito secretado
em vesiculas extracelulares é reconhecido por TLR9, o que leva ao (ll) recrutamento das proteinas
adaptadoras MyD88 e/ou TRIF, acionando a via de sinalizag&o (lll) capaz de ativar o fator de transcri¢céo
NF-kB. Além disso, também pode haver a ativacédo de (IV) PKR durante a infec¢céo, capaz de fosforilar
IkB, deixando NF-kB ativo. (V) ERK e (VI) JAK também s&o acionadas neste processo, podendo junto
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com NF-kB induzir a transcricdo de CD200. Além disso, outro possivel mecanismo envolve as vias de
degradacéo proteica (VII), como o proteassoma, que ao serem inibidas, aumentam os niveis de CD200
na célula. Uma vez que CD200 é produzida, (VIII) ela liga-se ao seu receptor presente na membrana
dos macrofagos, ativando-o. O sinal gerado pela ativagédo do receptor acarreta no silenciamento da
resposta inflamatéria do macréfago. Assim, (IX) a enzima iNOS, responsavel pela produgédo de NO
(importante molécula microbicida) é inibida, e o parasito é capaz de multiplicar-se dentro do vacuolo
parasitéforo e manter a infeccéo no hospedeiro.

Nosso estudo ajuda a compreender o mecanismo utilizado pelo amastigota de
L. (L.) amazonensis para induzir a proteina imunorreguladora CD200 em macréfagos,
assim como ajuda a elucidar os mecanismos de patogenicidade espécie-especificos
gue os parasitos do género Leishmania apresentam. Entretanto, mais estudos ainda
sdo necessarios para entender melhor a complexidade da imunobiologia deste

parasito.
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