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Resumo

Resumo

As leishmanioses, causadas por protozoarios do género Leishmania, sdo um problema
de saude publica e veterinaria. No homem, a doenca classifica-se clinicamente em
leishmaniose cutanea, visceral e mucocutanea. A leishmaniose cutdnea pode ser
produzida por L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis, entre muitas outras especies. A
leishmaniose visceral zoondtica causada por L. infantum apresenta manifestacGes
clinicas graves que podem ser fatais. Neutrofilos ou células polimorfonucleares (PMN)
tém funcéo crucial na imunidade inata, sendo as primeiras a ser recrutadas para o local
de infecdo. Os mondcitos/macrofagos (M®P) desempenham o duplo papel de serem
células fagociticas apresentadoras profissionais de antigénios e as hospedeiras por
exceléncia de Leishmania. O presente trabalho teve como objetivo analisar a atividade
leishmanicida de neutréfilos de murganhos BALB/c € de M® (linha celular P388D1
derivada de murganhos) quando expostos in vitro a espécies de Leishmania do
subgénero Leishmania (L. infantum e L. amazonensis) e Viannia (L. shawi e L.
guyanensis) atraves da avaliacdo da (i) expressdo dos sensores celulares NOD1, NOD2,
TLR2, TLR4 e TLR9 por real time PCR, (ii) ativacdo dos mecanismos oxidativos
(superoxido nos neutrofilos e 6xido nitrico e ureia nos M®), (iii) importancia dos
mecanismos enzimaticos e (iv) producdo de NET por neutréfilos. Estudo idéntico foi
realizado em neutréfilos ¢ M® de canideos infetados in vitro com L. infantum.
Neutrofilos de murganhos internalizam parasitas dos subgéneros Leishmania e Viannia.
Os mecanismos oxidativos e enzimaticos sdo ativados e geradas NET, contribuindo para
o controlo da infecdo. No entanto, o contato com os parasitas ndo promove a expressao
génica dos sensores celulares. M® P388D1 fagocitam as diferentes espécies de
Leishmania, porém ndo ocorre ativacdo da via classica, mas sim da via alternativa,
assegurando a sobrevivéncia intracelular do parasita. Nestas células, a exposi¢do as
diferentes espécies de Leishmania conduziu a aumentos pontuais da expressdo genica de
NOD1 e TLR2 e também de TLR9, com excecdo de L. shawi. No entanto, as espécies do
subgénero Viannia induziram aumento da expressdo genica de NOD2. Em conjunto,
estes resultados sugerem que cada espécie elabora estratégias prdprias de ativacdo dos
sensores celulares. Os neutrofilos caninos também internalizaram L. infantum, ativaram
0S mecanismos oxidativos e produziram NET capazes de aprisionar extracelularmente
promastigotas. Porém, apenas ocorreu exocitose da elastase neutrofilica sugerindo que
este parasita restringe a actividade enzimatica de neutrofilos. M® caninos infetados por
L. infantum ativaram a via alternativa e apresentaram unicamente expressdo aumentada
de TLR2, o que desencadeia a ativacdo dos mecanismos oxidativos e producdo de
citocinas pré-inflamatorias. Este estudo contribuiu para clarificar o efeito da infecdo por
espécies cutaneas e viscerais de Leishmania na ativagdo dos mecanismos oxidativos e
ndo oxidativos das células fagocitarias de canideos e modelo roedor. Foi demonstrado
pela primeira vez que a infecdo por Leishmania spp. na célula hospedeira esta
intimamente associada ao aumento da expressdo de TLR2 e, consequentemente, a
provavel ativagcdo desta via metabolica. A compreensdo dos fatores que inibem ou
estimulam os sensores celulares de imunidade inata, cruciais no reconhecimento do
parasita, pode ser importante no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
a leishmaniose.

Palavras-chave: Células fagocitarias, sensores celulares, mecanismos oxidativos e
enzimaticos, NET, Leishmania sp.
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Abstract

Caused by protozoa of the genus Leishmania, leishmaniases, are considered an
important public health issue and a veterinary disease. In humans, the disease can be
clinically classified into cutaneous, visceral and mucocutaneous leishmaniasis.
Cutaneous leishmaniasis can be produced by L. amazonensis, L. shawi and L.
guyanensis among many others species. The zoonotic visceral leishmaniasis caused by
L. infantum presents severe clinical manifestations that can be fatal if left untreated.
Neutrophils or polymorphonuclear cells (PMN) play a crucial role in innate immunity,
being the first cells to be recruited to the site of infection. Monocytes/macrophages
(M®) play the dual role of being phagocytic and antigenic presenting cells and the
definitive host cells of Leishmania parasite. This study was designed to investigate the
leishmanicidal activity of neutrophils isolated from BALB/c mice and of M® (cell line
P388D1 differentiated from mice) exposed in vitro to two species of subgenus
Leishmania (L. amazonensis and L. infantum) and two species of subgenus Viannia (L.
shawi and L. guyanensis) by evaluating (i) gene expression of cell sensors NOD1,
NOD2, TLR2, TLR4 and TLR9 through real time PCR, (ii) the activation of oxidative
mechanisms (superoxide by neutrophils and nitric oxide and urea by M®), (iii) the
importance of enzymatic mechanisms and (iv) the production of NET by neutrophils.
Similar studies were carried out in dog’ neutrophils and M® infected in vitro by L.
infantum. Murine neutrophils were able to internalize parasites of Leishmania and
Viannia subgenera. Oxidative and enzymatic mechanisms were activated and NET were
generated, leading to control of infection. However, the parasite did not induced the
gene expression of cell sensors. M® P388D1 phagocytosed the different species of
Leishmania although without activating the macrophage classical pathway. Instead,
parasites activated the M® alternative pathway, ensuring intracellular survival. In such
cells, the exposition to the different species of Leishmania leaded to transient increase
NOD1 and TLR2 gene expression and, also of TLR9 with the exception of L. shawi.
However, only the species of the subgenus Viannia caused the increase of NOD2 gene
expression. Taken together, these results suggest that each parasite species develop their
own strategy to promote or, by he contrary to avoid the activation of cell sensors. Dog
neutrophils also internalized L. infantum parasites, activatedoxidative mechanisms and
generated NET able to ambush extracellular promastigotes. However, only occurs
exocytosis of neutrophilic elastase, suggesting that this parasite restricts the enzymatic
activity of neutrophils. Dog M® L. infantum-infected activated the alternative pathway
and enhanced the gene expression of TLR2, stimulating oxidative mechanisms and the
production of pro-inflammatory cytokines. This study sheeds light on the effect of
cutaneous and visceral Leishmania parasites in the activation of oxidative and non-
oxidative mechanisms of mice and dog phagocytic cells. It is also demonstrated for the
first time that the establishment of infection by Leishmania spp. in the definitive host
cell is closely associated with the increase of TLR2 gene expression and likely, by the
activation of this metabolic pathway. Understanding the factors that inhibit or, by the
contrary, stimulate innate cell sensors, which are crucial for parasite recognition, might
be important in the development of new therapeutic strategies for leishmaniasis.

Keywords: Phagocytic cells, cell sensors, oxidative mechanisms, granule exocytosis,
NET, Leishmania spp.
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1.1. Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas causadas por um protozoario intracelular da familia
Trypanosomatidae Doflin, 1901 e do género Leishmania Ross, 1903, podendo
apresentar-se como zoonoses ou antroponoses (Jodo et al., 2000, Croft et al., 2006). O
parasita é transmitido pela picada da fémea de insetos fleb6tomos (ordem Diptera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae). Dos 13 géneros de vetores
conhecidos, dois deles apresentam importancia em medicina humana e veterinaria,
nomeadamente 0s géneros Lutzomyia Franca, 1924 e Phlebotomus Rondani & Berteé.
Embora tenham sido identificadas aproximadamente 1000 espécies de flebotomineos,

apenas 50 foram reconhecidas como vetores desta doenca (Maroli et al., 2013).

No velho mundo (Europa, Africa, Médio Oriente e Asia) o género Phlebotomus esta
envolvido na transmissdo de diferentes espécies de Leishmania, enquanto no novo
mundo (Américas) o género Lutzomyia é responsavel pela transmissdo deste parasita
(Maroli et al., 2013). Baseado no desenvolvimento do parasita no hospedeiro
invertebrado (HI), Leishmania é classificada em dois subgéneros: o subgénero
Leishmania com um desenvolvimento suprapilarico, ou seja, no estbmago do vetor e o
subgénero Viannia onde os parasitas sdo peripilaricos, ou seja, localizam-se
inicialmente no intestino posterior e s6 depois migram para o proboscis do fleb4tomo
(Saridomichelakis, 2009). Os vetores, espécies de Leishmania envolvidas, patologias
associadas e a distribuicdo geografica das leishmanioses encontram-se resumidos nas
Tabelas 1.1 e 1.2.

A doenca esta geograficamente distribuida por todos os continentes, com excecao da
Antartida, sendo endémica em 98 paises de Africa, América do sul e central, Asia e
regifo Mediterranica. E uma das doencas mais negligenciadas do mundo, com 350
milhdes de pessoas em risco, 20 000 a 30 000 mortes por ano e 1,3 milhdes de novos
casos anuais, dos quais apenas 600 000 sdo reportados (WHO, 2014). Atinge as
populacbes mais desfavoraveis e estd associada a desnutricdo, deslocamento
populacional, condic¢des precarias de habitacdo, sistema imunologico debilitado e falta
de recursos (WHO, 2013). O aumento e a disperséo da doenca estéo relacionados com
mudangas ambientais, como a desflorestacdo, construcdo de barragens, sistemas de

irrigacdo e urbanizacao (WHO, 2014).
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Tabela 1.1. Vetores do género Phlebotomus, espécies de Leishmania, patologias e respetiva distribuicdo geografica

(adaptado de Maroli et al., 2013). LVZ, Leishmaniose visceral zoondtica; LVA - Leishmaniose visceral antropono6ti-

ca; LCL, Leishmaniose cutanea localizada; LCD, Leishmaniose cutanea difusa.

Phlebotomus

P. chinensis L. infantum LvZ Regido Mediterranica, Balcas,

b ariasi Médio Oriente, Asia central e
China

P. perniciosus

P. argentipes L donovani LVA india, Paquistdo, China, Qué-

P. martini nia, Sudao e Etidpia

P. orientalis

P. alexandri

P. papatasi L. major LCL Norte, Este e Oeste de Africa,

P. dusoscai Médio Oriente e Asia central

P. sergente L. tropica LCL Médio Oriente. Paquist&o,
india e Regi&o Mediterranica

P. longipes L. aethiopica LCL/LCD Etiopia e Quénia

P. pedifer

Das 30 espécies de Leishmania conhecidas, 21 sdo patogénicas para 0 homem. As

Leishmanioses podem ser classificadas em trés tipos, dependendo dos sinais, sintomas e

grau de severidade: Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose cutanea difusa (LCD)

Leishmaniose mucocutanea (LMC) e Leishmaniose visceral (LV) zoonética (LVZ) e

antroponética (LVA) (Neuber, 2008).

A LC apresenta-se sob a forma de lesdo cutanea, principalmente nas areas expostas

como a face, bragos e pernas, sendo causada por varias especies no velho mundo, tais

como L. major, L. tropica e L. aethiopica e no novo mundo por L. mexicana, L.

amazonensis, L. venezuelensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis, L.

lainsoni, L. naiffi, L. shawi e L. peruviana.
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Tabela 1.2. Vetores do género Lutzomyia, espécies de Leishmania, patologias e respetiva distribui¢do geografica
(adaptado de Maroli et al., 2013). LVZ, Leishmaniose visceral zoonética; LVA - Leishmaniose visceral

antroponoética; LCL, Leishmaniose cutanea localizada; LCD, Leishmaniose cutanea difusa.

Lutzomyia

L. longipalpis L. infantum (= L. LV América central e do Sul

L. evansi chagasi)

L. wellcomei L. braziliensis LCL América central e do Sul

L. umbratillis L. guyanensis LCL América do Sul

L. olmeca olmeca L. mexicana LCL Ameérica central e do Sul

L. flaviscutellata L. amazonensis LCL Ameérica central e do Sul
L.pifanoi Venezuela

L. panamensis L. panamensis LCL América central e do Sul

L. prapidoi

L. gomezi

L.peruensis L. peruviana LCL Peru

L. verrucarum

L.muneztovari L. lainsoni LCL Bolivia, Brasil e Peru

L. anglesi

L. whitmani L. shawi LCL Brasil

L. ayrozai L,naiffi LCL Brasil

L. youngi L. garnhami LCL Venezuela

L. flaviscutellata L.pifanoi LCL Venezuela

L. antunesi L. lindenbergi LCL Brasil

L. olmeca bicolor L. venezuelensis LCL Venezuela

L. hartmani L. colombiensis LCL Coldmbia

L. panamensis

Inicialmente, a LCD apresenta lesdes localizadas e nodulares ou placas infiltrativas que
gradualmente se disseminam por todo o corpo. Esta doenca pode tambem atingir os

Orgaos internos e é provocada por L. amazonensis e L. aethiopica.
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A LMC caracteriza-se pela presenca de lesdes na mucosa nasal e bucal, garganta e

tecidos circundantes e é causada essencialmente por L. braziliensis e L. panamensis.

Cerca de 90% dos casos de LC ocorrem na América, bacia do Mediterraneo, Asia
central e Médio Oriente, enquanto 90% dos casos de LMC ocorrem na Bolivia, Brasil e
Peru (WHO, 2014).

A LV ou Kala-azar € a forma mais severa da doenca afetando os linfonodos, baco,
figado e medula 6ssea. A doenca manifesta-se por febre persistente, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia e anemia. Trata-se de uma doenca
progressiva, chegando mesmo a ser fatal em alguns casos. E causada essencialmente por
L. donovani e L. infantum. Do ponto de vista epidemiologico, a LV pode ser
classificada em LV zoondtica (LVZ) e LV antroponotica (LVA). A LVZ é transmitida
do animal para o vetor e deste para outro animal, enquanto a LVA é transmitida do
homem para o vetor e deste para 0 homem. A LVZ é causada por L. infantum e o seu
principal reservatério é o cdo doméstico, sendo as raposas, chacais e lobos reservatorios
silvaticos. Atinge principalmente populacGes de zonas rurais e tem uma distribuicdo
geogréfica abrangente: bacia do Mediterranio, Médio oriente, Noroeste da China e
Africa. A LVA é causada por L. donovani e distribui-se pelo Médio oriente, india e este
da Asia (Maroli et al., 2013). Cerca de 95% dos casos de LV ocorrem em seis paises:
Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sud&o do Sul e Suddo (WHO, 2014).

Em Portugal, a LVZ atinge criancas, pessoas infetadas com o virus da imunodeficiéncia
humana (VIH), mas sobretudo infeta o cdo que é o principal reservatorio de L. infantum
e também o principal hospedeiro. A leishmaniose canina (LCan) estd essencialmente
localizada na regido do Alto-Douro, na regido metropolitana de Lisboa e no Algarve
(Afonso & Alves Pires, 2008). A LCan é importante do ponto de vista de medicina

veterinaria, mas também em termos de salude publica (Reithinger & Davies, 1999).
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1.1.1. Ciclo de vida

Durante o ciclo de vida (dimorfico) Leishmania apresenta duas formas morfoldgicas
principais: a forma promastigota que se encontra no inseto vetor e a forma amastigota
que se encontra no hospedeiro vertebrado (HV). A forma promastigota apresenta uma
forma fusiforme, mede cerca de 15%3 um de comprimento e possui na sua regido
anterior um flagelo livre que pode atingir 20 um de comprimento (Fig. 1.1A). A forma
amastigota é intracelular obrigatoria, ligeiramente ovoide, mede 2x4 um e o flagelo ¢é
intracelular, terminando junto a membrana celular (Fig. 1.1B). Ambas as formas
morfolégicas apresentam nlcleo, uma grande mitocondria e um cinetoplasto que
corresponde ao acido desoxirribonucleico (DNA) mitocondrial condensado numa Unica

regido perto do corpo basal (Tomas & Romao, 2008).

Quando a fémea do vetor efetua a refeicdo sanguinea inocula na derme do HV
promastigotas metaciclicos, forma infetante do parasita, que se ligam a recetores de
superficie de células fagocitarias. Os neutrofilos ou células polimorfonucleares (PMN)
sdo as primeiras células fagocitarias a serem recrutadas para o local da picada,
internalizando parte dos promastigotas inoculados pelo vetor. Os macréfagos (M®) sdo
as células hospedeiras definitivas do parasita, atingindo no cdo o local de inoculagédo
cerca de 24 h depois da infecdo (Santos-Gomes et al., 2000). Apos a fagocitose, 0s
promastigotas transformam-se em amastigotas e multiplicam-se por fissdo binaria
longitudinal. Por saturagdo de amastigotas, os M® acabam por lisar e libertar os
parasitas, que sdo fagocitados por outros M® promovendo a disseminacdo de
Leishmania (Solano-Gallego et al., 2011). O ciclo fica completo quando M® infetados
sdo ingeridos pela fémea do vetor durante a sua refeicdo sanguinea em HV
(reservatorio). Os amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicos e fixam-se

no intestino do inseto onde se multiplicam por mitose.
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Figura 1.1.Representacdo esquematica da estrutura celular de Leishmania. Forma promastigota (A) e forma amastigota (B). F,
flagelo; B, bolsa flagelar; C, cinetoplasto; RE, reticulo endoplasmatico; M, mitocondria; G, complexo de golgi; MT, microttbulos

subpeliculares; N, nicleo; MC, corpos multivesiculares; L, lisossomas.

Os promastigotas prociclicos ndo infeciosos transformam-se em promastigotas
metaciclicos infeciosos e migram para o esofago e faringe, estando prontos para serem
inoculados através do proboscis (Fig. 1.2), num novo HV (Afonso & Alves Pires,
2008).

A via de disseminacdo do parasita no HV esta relacionada com a espécie de Leishmania
envolvida. Nas espécies visceralizantes, os M® infetados transportam os parasitas para
orgdos ricos em células fagocitarias, nomeadamente o baco, figado, medula 6ssea e
linfonodo. No caso das espécies cutaneas, os parasitas ficam limitados ao local da
inoculagdo ou sdo disseminados através do sistema linfatico para outros locais da

derme, mucosas ou cartilagens (Tomas & Roméo, 2008).



1. Introdugdo

Figura 1.2.Esquema representativo do ciclo de vida de Leishmania. As letras A e B representam o estadio no flebotomineo e no
vertebrado, respetivamente. Os promastigotas metaciclicos sdo introduzidos na derme dos vertebrados (homem, canideos, roedores,
preguicas, etc) por flebotomineos fémea durante a refeicdo sanguinea (1); os promastigotas sdo fagocitados por neutréfilos que
rapidamente chegam ao local da picada (2); os parasitas sdo internalizados por M® (3) transformando-se em amastigotas (4); os
amastigotas multiplicam-se dentro do fagolisossoma dos M®, causam a rutura da célula sendo fagocitados por outros M® (5);
durante a refei¢do sanguinea os flebotomineos fémea ingerem M® infetados com amastigotas (6); no intestino os amastigotas
transformam-se novamente em promastigotas (7) que se dividem por mitose e migram para o proboscis (8). Adaptado de

http://www.niaid.nih.gov/topics/leishmaniasis/pages/lifecycle.aspx

1.1.2. Hospedeiro vertebrado

O c&o é o principal reservatorio doméstico e peridoméstico de L. infantum em paises do
sul da Europa, Médio Oriente, Asia, Norte de Africa, América central e do sul (Solano-
Gallego et al., 2011). E considerado um bom reservatério porque para além de coabitar
com o homem, mantém a infecdo durante bastante tempo antes de desenvolver doenca
cronica, a qual apresenta envolvimento viscerocutaneo, favorecendo a presenca de

parasitas na pele e facilitando a sua transmisséo (Pereira, 2008).

Existem oito espécies de Leishmania que sdo patogénicas para o cdo. L. infantum (= L.
chagasi) € a espécie mais importante, atingindo os cdes do novo e velho mundo. Outras
especies que tém sido descritas como agentes etioldgicos de LCan sdo: L. tropica, L.
major, L. amazonensis, L. mexicana, L. braziliensis e L. peruviana (Solano-Gallego et
al., 2011; Saridomichelakis & Koutinas, 2014).
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A LVZ é globalmente a maior zoonose e a mais fatal, tanto para homens como para
canideos (Solano-Gallego et al., 2011). A LCan pode manifestar-se de forma
assintomatica ou com alteracGes sistémicas, incluindo perda de peso ou caquexia,
hipertrofia dos linfonodos e alteracdes cutaneas, nomeadamente onicogrifose, alopecia
localizada ou generalizada, ulceragdo cuténea e nasal ou dermatite periocular. Podem
também surgir alteracfes clinico-patoldgicas, como anemia ou insuficiéncia hepética e
renal (Solca et al., 2014). A doenca ndo afeta os cdes de igual forma, enquanto uns
podem ser assintomaticos toda a vida, outros desenvolvem e manifestam a doenca de
forma ligeira, moderada ou severa. A maior ou menor predisposi¢ao para a doenca pode
estar relacionada com varios fatores, tais como a raga, idade, caracteristicas genéticas e
também com o desempenho do sistema imunitario do cdo. Cdes com um sistema
imunitario debilitado estdo mais suscetiveis a desenvolver a doenca. A LCan tem uma
ampla distribuicdo geografica, desde a bacia do Mediterraneo ao Médio oriente e China,
e América latina, com casos também notificados nos Estados Unidos da América
(Solano-Gallego et al., 2011).

1.1.3. Diagnostico, tratamento e profilaxia

O diagndstico de LVZ e LCan faz-se com recurso a testes parasitolégicos, moleculares
e imunoldgicos. Tanto o exame parasitolégico direto (observacdo microscépica das
formas amastigotas do parasita a partir de esfregacos ou decalques) como o exame
cultural utilizam material biologico obtido de 6rgaos ricos em células fagocitarias,
preferencialmente, medula dssea e linfonodos. A eficiéncia do exame parasitolégico
direto depende do desempenho do técnico. A cultura € um método moroso, necessita de
observacOes periddicas e estd sujeito a contaminacdo por outros microrganismos
(Neuber, 2008).

O exame molecular, que se baseia na técnica da reacdo em cadeia pela polimerase
(PCR), permite ampliar quantidades infimas de DNA do parasita, tanto DNA nuclear
como cinetoplastidico. E uma técnica relativamente rapida e permite estudar nio sé
amostras recentes como antigas (Solano-Gallego et al., 2011). A sua elevada
especificidade e sensibilidade permite detetar a presenca do parasita em casos

assintomaticos (Kheirandish et al., 2013). O PCR em tempo real é também muito
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utilizado, pois avalia a variacdo da carga parasitaria, assim como monitoriza respostas

terapéuticas (Solano-Gallego et al., 2011).

O diagndstico imunoldgico baseia-se na detecdo de anticorpos anti-Leishmania (LV)
através de testes serologicos como a imunofluorescéncia indireta (IFI),
contraimunoelectroforese (CIE), teste de aglutinacdo direta (DAT) e teste
imunocromatografico rK39 (Otranto & Dantas-Torres, 2013). De um modo geral, estes
testes apresentam elevadas especificidades e sensibilidades mas também possuem
limitacbes, nomeadamente reacdes cruzadas com outros parasitas e a detecdo de
anticorpos anti-Leishmania anos ap0s a cura parasitologica no caso da leishmaniose
humana e, em zonas endémicas, em cées e individuos aparentemente saudaveis (WHO
2010).

Existem varios farmacos para a terapéutica da leishmaniose, ndo s6 para o tratamento
etiolégico, mas também sintomatico. Os farmacos utilizados como primeira linha de
tratamento sdo 0s compostos antimoniais, dos quais o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) é mais utilizado nos paises latinos e francéfonos e o estibogluconato de
sodio (Pentostam®) é mais usado em paises anglo-saxonicos (Noli & Auxilia, 2005).
Estes compostos atuam no bloqueio da formacdo de transaminase glutdmica piravica
(TGP) e adenosina trifosfato (ATP), inibindo a fosfofrutocinase e a piruvato
desidrogenase, destruindo o parasita (Meireles, 2008). Estes dois compostos podem nédo
ser totalmente eficazes no combate a leishmaniose, devido ao aparecimento de
resisténcia, toxicidade, efeitos secundarios graves e duracdo inadequada do tratamento.
Os farmacos de segunda linha e seu modo de acdo encontram-se referidos na Tabela
1.3.

Para além da terapéutica etioldgica, pode ser adequado a conjugacdo com terapéuticas

sintomaticas como anti-inflamatorios, antibioterapia de largo espetro, fluidoterapia,

transfusdo de sangue e dietas hipoproteicas (Meireles, 2008).
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Tabela 1.3.Principios ativos de segunda linha utilizados no tratamento de leishmaniose e respetivos mecanismos de
acdo (Meireles, 2008).

Nome do composto Mecanismo de agéo

Desorganizagdo do metabolismo de
o L proteinas, &cidos nucleicos, alteragdes
Pentamidina (diamidinas) ) o )
mitocondriais, ribossomais,

cinetoplastidicas e na bolsa flagelar

Anfotericina B Alteracbes na membrana celular (liga-se

aos esterois de Leishmania)

Alopurinol (an&logo das purinas) Inibicdo das enzimas que interconvertem
as purinas, causando diminuicdo na sintese

de ATP e restricdo da sintese proteica

Derivados do imidazol (metronidazol, Afinidade para os esterdis da membrana
ketoconazol, itraconazol e secnidazol) celular do parasita (inibicdo da sintese),
alteracdo da glucogénese (causando a
deplecdo das reservas glucogénicas) e
formacdo de complexos com o DNA

impedindo a sua sintese
Miltefosina (fosfolipido) Inibicdo da sintese da membrana celular

Trifluralinas Desorganizagao dos microtubulos

As estratégias de controlo da propagacdo da leishmaniose incluem medidas de controlo
do vetor e dos hospedeiros. Uma das formas de controlo da transmissdo da leishmaniose
humana e de LCan consiste em reduzir a taxa de picada dos flebotomineos através da
utilizacdo de repelentes, redes mosquiteiras impregnadas em inseticida, aplicagéo topica
de inseticidas e as coleiras impregnadas com deltametrina para os canideos (WHO,
2010; Esch & Petersen, 2013). A profilaxia através de vacinagdo seria de longe o

melhor método para combater esta doenga, contudo tem sido uma tarefa dificil.
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A primeira geragdo de vacinas contra a leishmaniose humana foi produzida com
parasitas mortos inteiros ou extratos. Foram feitas numerosas tentativas no Brasil,
Colémbia, Equador, Venezuela e na Republica Islamica do Irdo para produzir uma
vacina contra a LC e no Sud&o contra a LV, mas apenas duas candidatas a vacina foram
testadas: uma vacina baseada em L. amazonensis (“Vacina Convit”) (Saljoughian et al.,
2014). Os resultados destas vacinas foram inconclusivos ou negativos, mas foram
indicadas para terapéutica (WHO, 2010). Vacinas de segunda geracdo consistem na
utilizacdo de proteinas recombinantes ou vacinas genéticas (Saljoughian et al., 2014).
Ate a data, a vacina Leish-111f + MPL-SE, contendo a proteina recombinante trifosina,
atingiu a fase de ensaios clinicos (Coler & Reed, 2005; Nascimento et al., 2010).

A pesquisa de vacinas para a LCan é de grande importancia, visto ser o cdo o
reservatorio principal para o agente causador da LVZ. A Leishmune® foi a primeira
vacina licenciada no Brasil, contendo o antigénio ligante fucose-manose (FML) de L.
donovani, com uma eficacia relativa de 76-80% (Lemesre et al., 2007). Em 2008 foi
licenciada também no Brasil a vacina Leish-Tec® que é composta pelo antigénio
recombinante A2 de amastigota de Leishmania e saponina como adjuvante (Fernandes
et al., 2008). A vacina LIESAP-MDP utiliza uma proteina de 54 kDa excretada por L.
infantum com dipéptido de muramilo (MDP). Depois de testada em cdes no Sul de
Franca revelou uma eficacia de 92% (Holzmuller et al., 2005; Lemesre et al., 2005,
2007; Bourdoiseau et al., 2009). Uma segunda geracdo desta vacina utiliza um antigénio
peptidico excretado/segregado (ES) de sobrenadantes de culturas de L. infantum. Mais
tarde foi desenvolvida outra formulacdo da vacina, diferindo unicamente no adjuvante
utilizado, o QA21, (CaniLeish®) (Virbac, 2011). Esta vacina é comercializada em
Portugal, Espanha, Franca, Grécia e Italia. A vacina recombinante constituida pelo virus
Ankora (MVA) expressando DNA de Leishmania codificante para triparadoxina

perosidase (TRYP) mostrou ser segura e imunogénica em cées outbred (Ready, 2010).

1.1.4. Modelo Murino

Os modelos animais sdo utilizados com o intuito de produzir uma infecdo semelhante a
infecdo natural, permitindo efetuar estudos imunoldgicos, testar novos farmacos e

estudar o desenvolvimento de vacinas. O modelo murino é de facil manipulacéo,
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manutencdo e producéo, ndo é tdo dispendioso como outros modelos, nomeadamente o
cdo, e ndo apresenta tantos constrangimentos éticos. Outra das grandes vantagens é que
se trata de uma populacdo imortal e a sua heranca genética tem sido conservado,
permitindo assim cruzar dados bioldgicos ao longo do tempo. A grande desvantagem é
que ndo reproduz exatamente a infecdo natural, pelo que a extrapolacdo dos resultados
para a infegdo natural deve ser realizada com precaugdo (Loria-Cervera & Andrade-
Narvéez, 2014).

Nos murganhos (Mus musculus) a infe¢do visceral por Leishmania € crdnica e ndo fatal,
podendo ser utilizados em estudos de auto-cura e infe¢bes subclinicas. Embora nao
desenvolvam uma “verdadeira” infe¢do subclinica tém sido muito utilizados para
identificar e prever o papel de determinados genes na resposta imune protetora. Estes
murganhos sdo também utilizados para estudos de LC, para elucidar os tipos celulares
envolvidos na infecdo, citocinas, cascatas de transducéo de sinal, mecanismos efetores
para principios ativos leishmanicidas, resisténcias e desenvolvimento de vacinas (Loria-
Cervera & Andrade-Narvéez, 2014). O facto de haver imunoreagentes de todo o tipo

disponiveis, tornam este modelo ideal para o estudo da leishmaniose.

Os hamsters (Mesocricetus auratus) sdo altamente suscetiveis a infe¢do visceral, pelo
que sdo considerados o melhor modelo experimental para os estudos de LV, reprodu-
zindo as caracteristicas clinico-patogénicas da doenca humana (Amit et al, 2004). Devi-
da a falta de reagentes especificos disponiveis (como por exemplo anticorpos, marcado-
res celulares, citocinas, etc) para o estudo da resposta imune, este modelo acaba por ser

de uso limitado (Loria-Cervera & Andrade-Narvéez, 2014).

1.2. Resposta imunitaria

A imunidade refere-se ao conjunto de estratégias do sistema imunitario (SI) que
promovem a protegédo contra agentes externos. O Sl é constituido por células, tecidos e
moléculas que funcionam para defender o organismo contra a infecdo e modificacfes
estruturais. A reagdo coordenada do Sl é conhecida como resposta imune (Nylén &
Gautam, 2010). A defesa contra agentes infeciosos assenta em dois tipos de resposta, a

imunidade inata e a imunidade adaptativa.
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A resposta imunitéria inata representa a primeira linha de defesa do organismo e é
constituida por barreiras anatomicas e fisioldgicas, células fagocitérias (neutréfilos e
monocitos/M®), células Natural Killer (NK) e mediadores inflamatérios, como o
sistema do complemento. A resposta imunitaria inata é capaz de prevenir e combater
muitas infecGes, mas os agentes patogénicos foram evoluindo e adotando estratégicas
para se evadirem a este tipo de resposta inespecifica, pelo que o organismo teve que se
adaptar e desenvolver outras formas de combate, surgindo assim a imunidade adaptativa
(Arosa et al., 2008; Nylén & Gautam, 2010).

A imunidade adaptativa assenta em estratégias defensivas especificas para cada agente
patogénico, sendo capaz de reconhecer e seletivamente eliminar diversos
microrganismos e antigénios, memorizando a ocorréncia de infecdo. Os componentes
do Sl adaptativo sdo os linfdcitos B e T, os anticorpos e diversos mediadores sollveis
(Santos-Gomes et al, 2008).

As células da imunidade inata e adaptativa sdo recrutadas para os locais de infecdo e
lesdo e sdo ativadas para destruirem os agentes infeciosos, processo a que se chama
inflamacdo, na maioria das vezes benéfico para o organismo, mas também pode estar na

base de outras doencas (Nylén & Gautam, 2010).

1.2.1. Imunidade inata

Os neutrdfilos sdo as primeiras células a serem recrutadas para o local de infegéo,
fagocitando e destruindo rapidamente o agente invasor (Lopes et al., 2014). Os
mondcitos/M®, células fagocitarias profissionais, chegam posteriormente e ficam por

mais tempo no local de infecdo que os neutréfilos (Nylén & Gautam, 2010).

Apbs a deposicdo de promastigotas pelo vetor na derme do hospedeiro, ocorre de
imediato a ativagédo do sistema do complemento com formagéo de produtos de clivagem
como C3a e Cba, que sdo agentes quimiotaticos, atraindo neutrofilos e M® para a area
de infecéo e induzindo a expressao dos recetores do complemento (RC). A opsonizagéo
do parasita desempenha um papel preponderante na promocéo da fagocitose envolvendo
a ligagéo de C3b, resultante da clivagem do fator do complemento C3, e os RC1 e RC3

do M®. Em contrapartida, o parasita apresenta uma glicoproteina de superficie, a gp63
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(glicoprotease de 63 kDa), que consegue converter o C3b em C3bi (forma inativa). O
C3bi liga-se ao RC3 do M® promovendo a fagocitose do parasita sem que ocorra a
ativagdo da célula. Desta forma a interagdio Md-Leishmania contribui para o

estabelecimento da infe¢ao e sobrevivéncia do parasita no fagolisossoma do M® (Liese

et al, 2008).

A pele é um drgdo imunologicamente complexo, com varias células do sistema imune
inato, nomeadamente as células dendriticas (CD) denominadas células de Langerhans.
As células de Langerhans tém grande capacidade fagocitaria, sdo eficientes
apresentadoras de antigénio e induzem a diferenciacdo de células T indiferenciadas
(naive). A interacdo de Leishmania com estas células tanto pode levar ao controlo da
infecdo como a progressdo da doenca. A atuacdo das CD depende do seu estado de
maturacgdo, da espécie/estirpe de Leishmania e dos estimulos exdgenos fornecidos por
outras células. Apds o contacto e a internalizacdo do agente patogénico pelas CD ocorre
0 processamento e apresentacdo de antigénios parasitarios associados as moléculas de
classe I (MHCI) e Il (MHCII) do complexo major de histocompatibilidade (MHC) na
superficie celular. As CD migram até aos ganglios linfaticos onde se encontram os
linfécitos T CD4* (reconhecem antigénios apresentados por MHCII) para lhes
apresentarem os antigénios (Xin et al., 2008). As CD imaturas da pele estdo envolvidas
no reconhecimento precoce do parasita e sdo capazes de capturar antigénios, o que
conduz a maturagdo e mobilizacdo de outras CD, mas ndo tém capacidade de ativar as
células T. No entanto, na presenca de CD maturas, as células T CD4" sdo ativadas e
passam a produzir interferdo (IFN) -y (fendtipo Thl) desenvolvendo uma resposta
imune protetora. A producdo precoce de IL-12 pelas CD induz a diferenciagdo de
células T naive em células Thl, promovendo também o desenvolvimento de uma
resposta imune protetora (Lopes et al. 2014). No cdo, para além das células de
Langerhans, os queratindcitos também expressam MHCII apds ativacdo. Depois de
ativados e atraves da libertacdo de citocinas, os queratinocitos influenciam o processo
inflamatdrio local, podendo levar a destruicdo do parasita (Papadogiannakis et al, 2005;
Santos-Gomes et al, 2008).

Juntamente com as células fagocitarias, as células NK representam a primeira linha de

defesa contra agentes patogénicos utilizando dois mecanismos diferentes de acéo:

15



1. Introducdo

destruicdo citolitica de células infetadas e secrecdo de citocinas pré-inflamatérias, como
IFN-y e fator de necrose tumoral (TNF) -a (Nylén & Gautam, 2010). Estudos prévios
revelaram que a producdo de IFN-y por estas células ¢ importante para o
desenvolvimento de uma resposta imunitaria protetora e controlo da infecdo, podendo
atrasar o aparecimento de doenca, contudo ndo S0 necessarias para que ocorra uma
resposta Thl (Bogdan, 2012). Na fase precoce de infecdo, as NK podem controlar a
replicacdo de Leishmania, pois tém uma grande capacidade de produzir rapidamente
IFN-y. A ativacao das NK promove ainda a maturagao das células CD. Estes dois tipos
de células interagem no paracortex dos linfonodos, regulando uma resposta localizada
de células T CD4". As células NK estdo quase sempre associadas a prote¢do ou cura da
doenca (Bajenoff et al., 2006; Bogdan, 2012).

1.2.2. Neutréfilos

Os neutrdfilos sdo células fagocitérias profissionais com um tempo de vida curto (24-48
h) (Laskay et al., 2008). Apresentam um nucleo lobulado e evidenciam granulos
citoplasmaticos. O ndcleo divide-se em cinco l6bulos unidos por filamentos de
heterocromatina densa envolvida por membrana nuclear e tem uma forma mais ou
menos circular, uma vez que os I6bulos estdo dispostos de forma circular a volta do
centrossoma (Arosa et al., 2008). Os granulos neutrofilicos subdividem-se em dois
grupos, peroxidase-positivos e peroxidase negativos, conforme estdo ou ndo associados
a presenca de mieloperoxidase (MPO). Os granulos peroxidase-positivos séo
designados de granulos priméarios ou azurdéfilos, enquanto os granulos peroxidase-
negativos sao de dois tipos, secundarios ou especificos e granulos terciarios (Borregaard
et al., 2007). Os azurdfilos sdo os primeiros granulos a serem produzidos e sdo
constituidos por MPO e trés protéases: catépsina G (CatG), elastase neutrofilica (EN) e
proteinase 3 (PR3); os granulos secundarios sdo constituidos por lactoferrina e 0s
granulos terciarios sdo ricos em gelatinase. Estes granulos sdo produzidos
constitutivamente em fases especificas do desenvolvimento dos neutréfilos na medula
Ossea (Segal, 2007).

Imediatamente a seguir a picada do fleb6tomo e a introdugdo de promastigotas metaci-

clicos na derme do hospedeiro, os leucécitos acumulam-se no local de inflamacéo,
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sendo os neutréfilos os primeiros a serem recrutados (Aga et al., 2002). A migracdo de
neutrdfilos € induzida pela expressdo de agentes quimiotaticos, tais como produtos do
complemento (C3a e C5a), substancias bacterianas como péptidos formilados (fMLP),
quimiocinas [interleucina (IL) -8 / CXCL-8], lipidos como € o caso do fator de ativagédo
de plaquetas (PAF), leucotrieno B4 (LTB4), TNF-a ¢ lipopolissacarido (LPS). Na
infecdo por Leishmania foram identificados como fatores quimiotaticos para
neutrofilos, o fator quimiotatico de Leishmania (LCF) (Forsberg et al., 2001). O LCF
pode interagir com o recetor quimiotatico da lipoxantina A4 (ALX). Esta interacao
resulta num aumento silencioso da internalizacdo de Leishmania por fagdcitos,

contribuindo para a sobrevivéncia intrafagocitaria do parasita (Ritter et al., 2009).

O reconhecimento e fagocitose do parasita por neutrofilos pode ser efetuado através de
dois mecanismos distintos: dependente da opsonizacao e independente da opsonizacao.
O mecanismo dependente de opsonizacdo utiliza opsoninas, como imunoglobulinas, o
fragmento C3bi e a lectina de ligacdo, a manose (MBL). A fagocitose induzida por
mecanismos independentes da opsonizacdo é mediada pelo reconhecimento direto de
padrées moleculares associados a agentes patogéenicos (PAMP) pela via do recetor de
reconhecimento de padrdo (PRR) (Laskay et al., 2008). A fagocitose culmina na

formacdo de um fogossoma intra-citoplasmatico que contem o parasita.

A fagocitose esta associada a descarga de granulos citoplasmaticos para o vacuolo
parasitoforo (fagossoma) e a consequente ativacdo da enzima fosfato de dinucleétido de
nicotinamida e adenina oxidase (NADPH). A ativacdo e associacdo das diferentes
subunidades da enzima NADPH oxidase converte o oxigénio molecular no anido
superoxido (O2). A NADPH liga-se ao fagossoma para onde bombeia o O, (Arosa et
al., 2008).

Ocorre também a formacdo de outras espécies reativas de oxigénio (ROS). A
superdxido dismutase (SOD) catalisa a formacdo de perdxido de hidrogénio (H202) a
partir de iGes Oz disponiveis. A reagdo de Oz e H20 gera radicais livres de hidroxido
(OH). Estes radicais ndo sdo encontrados em células viaveis porque a lactoferrina
(granulo ndo saturado), glicoproteina antioxidante da familia dos transportadores de
ferro, inibe a acumulacdo de OH e outros radicais livres atraves da sua ligacdo a ferro e
cobre (Segal, 2007).
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Os granulos azurdéfilos também se fundem com o fagossoma ocorrendo a libertacdo das
enzimas. A MPO é uma hemoproteina de 150 kDa que catalisa a reacéo do cloreto com

H>0>, produzindo &cido hipocloroso (HOCI), um potente agente oxidante.

Apesar da producdo de ROS ser fundamental para a destruicdo dos agentes patogénicos
fagocitados, quando a capacidade antioxidativa da célula é excedida, ocorre a oxidagéo
de estruturas celulares e por stresse oxidativo a célula entra em apoptose (Almeida et
al., 2013).

Outro dos mecanismos efetores dos neutrofilos é a formagdo de Neutrophil extracelular
traps (NET). As NET séo formadas como resposta a varias moléculas, como o LPS,
acetato de forbol miristato (PMA), fator estimulador de colonias de granuldcitos e M®
(GMS-CSF), IL-8, glucose oxidase, ionofosforo Ca?*, TNF e sio constituidas por DNA,
histonas e por proteinas, tais como MPO, CatG, lactoferrina, gelatinase, proteinas de
reconhecimento de peptidoglicanos (PGRP), calprotectina e EN (Abdallah & Denkers,
2012). Apos estimulacdo celular, a cromatina sofre descondensacdo seguindo-se a
mistura da eucromatina e heterocromatina. Este processo é mediado por enzimas que
estdo nos granulos azurdfilos como EN e MPO. Em primeiro lugar a EN degrada a
histona 1 (H1), conduzindo a descondensacdo da cromatina, acdo que é reforcada pela
MPO. A histona 3 (H3), por sua vez, sofre uma modificacdo (citrulinizacdo) e converte
os residuos de arginase em citrulina. A citrulinizacdo da H3 € catalisada pela
peptidilarginina desaminase 4 (PAD4) que esta localizada no nucleo dos neutrdfilos.
Deste modo, as fibras de DNA passam para 0 meio extracelular, onde aprisionam 0s
microrganismos (como Leishmania) num ambiente com elevada concentracdo de fatores
microbicidas, impedindo a sua propagacdo e contribuindo para a sua destruicao.
Proteases associadas as NET, como EN e PR3 podem inativar e matar agentes
patogénicos por clivagem dos seus fatores de viruléncia. O péptido antimicrobiano
catelecidina LL37 e as histonas desintegram a membrana dos agentes patogénicos
(Brinkmann et al., 2010; Zawrotniak & Rapala-Kozik, 2013).

O processo de formagdo das NET estd associado a perda de viabilidade celular
denominado netose (Urban et al., 2009). A netose é um tipo especifico de morte celular,
diferente da apoptose e da necrose. A netose ocorre como resposta a estimulos

associados a agentes patogeénicos, inflamacdo ou ativadores enddgenos (Swain et al.,

18



1. Introducdo

2014). A integrina MAC-1 estd provavelmente envolvida no inicio da alteracdo do
citoesqueleto, facilitando a rutura da membrana nuclear e plasmatica e a formacéo de
NET. O composto mais utilizado para induzir netose € o PMA, um ativador sintético da
familia da enzima proteina cinase C (PKC). As PKC séo responsaveis pela ativacao de
NADPH oxidase e consequente producdo de ROS. Deste modo, ROS contribuem

diretamente para a ocorréncia da netose.

Embora os neutréfilos tenham um papel importante na defesa contra Leishmania, estes
parasitas usam estas células como células hospedeiras temporarias até conseguirem ser
internalizados por M®, a sua célula hospedeira definitiva. O recrutamento de
neutrofilos para o local de infecdo ocorre sem que haja ativacéo das suas fungdes letais
efetoras. O recetor ALX (lipoxina A4) recruta neutrofilos para o local de infegdo
desativando os mecanismos que induzem a producdo de ROS. Apo6s a chegada de
neutrofilos ao local da infecdo, os parasitas induzem a exposicdo de fosfatidilserina (PS)
nos folhetos externos das membranas celulares dos neutréfilos, passando a célula a
apresentar um sinal apoptotico. Para além disso, PS induz a producgdo da citocina anti-
inflamatoria, fator de transformac&o do crescimento beta (TGF-p), que identifica células
apoptoticas. Deste modo, os neutrofilos passam a ser reconhecidos como células
apoptoticas, que nao representam perigo, sendo naturalmente fagocitados por células
fagocitarias, como os M®, sem que haja necessidade de ativarem as suas fungdes

microbicidas efetoras (Ritter et al., 2009).

Outra estratégia possivel estd relacionada com o fato dos neutrdfilos entrarem
efetivamente em apoptose e recrutarem em simultaneo M®. Os neutrofilos apoptoticos
segregam a quimiocina proteina inflamatéria de M® (MIP-1p). O tempo necessario para
os neutréfilos ficarem apoptdticos e libertarem MIP-1B coincide com o pico de
migracdo de M® para o local da infe¢do. Deste modo, os M® fagocitam os neutrofilos
apoptoticos com parasitas intracelulares, internalizando assim silenciosamente
Leishmania (Laskay et al., 2003). Outra possibilidade centra-se na indugdo da apoptose
dos neutrdfilos infetados apds a chegada de M®. Os neutrdfilos infetados apoptéticos
sdo fagocitados pelos M® assegurando a internalizacdo e sobrevivéncia de Leishmania
nos M® (Ritter et al., 2009).
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1.2.3. Macrdéfagos

Os monocitos circulam temporariamente no sangue, evoluindo para M® quando
migram para os tecidos. Quando os mondcitos evoluem para M® ocorre um aumento da
sua capacidade fagocitaria e do ndmero de lisossomas portadores de enzimas
hidroliticas (Arosa et al., 2008). Os M® sdo células fagocitarias e tém a fungdo de
apresentarem antigénios estranhos ao organismo, ou seja sdo células apresentadoras

profissionais de antigénio (APC) (Santos-Gomes et al., 2008).

Apo6s a inoculagdo de promastigotas na derme do hospedeiro, os M® sdo a segunda
linha de defesa a ser recrutada para o local. As proteinas de superficie dos promastigotas
[lipofosfoglicano (LPG), gp63 e proteofosfoglicano (PPG)] sdo determinantes na
fagocitose e na subsequente sobrevivéncia intracelular do parasita (Liu & Uzonna,
2012). Leishmania liga-se a moléculas de superficie dos M®, tais como os RC1 e RC3
(MAC-1), recetores de fibrinonectina e de manose (MR), ocorrendo de seguida a
fagocitose do parasita. Os parasitas necessitam de adaptar-se a temperatura do mamifero
(37°C) e, depois de internalizados pelo M®, ao ambiente acido e rico em enzimas do
fagolisossoma, adquirindo a forma de amastigota de modo a conseguirem sobreviver e
multiplicar-se (Lamour et al., 2012). Na presenga do parasita, os M® podem ser
ativados, desencadeando mecanismos leishmanicidas, ou podem ndo ser ativados,
permitindo a sobrevivéncia do parasita, que se multiplica e dissemina para outras
células e tecidos. M® classicamente ativados (CaM®) por estimulacdo das citocinas do
tipo Thl, como TNF-a, IL-12 e IFN-y geram espécies reativas de nitrogénio e ROS,
incluindo éxido nitrico (NO), seus derivados como didxido de nitrogénio (NO2), acido
nitroso (HNO3) e peroxinitrito (ONOO") através da acdo da sintetase indutivel de NO
(INOS) (Fig 1.3a). As ROS, como 0 H20, e O2, sdo formados a partir de L-arginina e
do oxigénio pela acdo da NADPH oxidase, durante uma reacdo catalisada pela sintetase
do NO (NOS) (Liese et al., 2008). Neste caso, os M® infetados conseguem controlar o
parasita (Horta et al., 2012). Em contraste, M® expostos a IL-4, IL-13 e IL-21,
representantes de citocinas do tipo Th2, estimulam a transcricdo da arginase e
subsequentemente a geragdo de poliaminas pela via da L-ornitina, que suportam o
crescimento e a replicagdo do parasita. Estes M® consideram-se ativados pela via

alternativa (AaMd@) (Lamour et al., 2012) (Fig. 1.3b).
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INOS utiliza o substrato L-arginina para produzir NO, o0 mesmo substrato utilizado por
arginase para produzir ornitina e ureia (Wanasen & Soong, 2009). A ornitina por sua
vez € o percursor imediato da sintese de poliaminas essenciais para o crescimento de
Leishmania. Assim, o equilibrio entre a atividade de INOS e da arginase determina se o
meio intracelular é microbicida ou se é propicio a sobrevivéncia e multiplicacdo do
parasita (Gaur et al., 2007).

A enzima iNOS ¢é regulada positivamente por citocinas do tipo Thl, IFN-y ¢ TNF-q,
pelos TLR e por ligantes como o LPS.

M® infetado com amastigotas
1 \

TNF-a
IL-12 IL-4
IFN-y IL-13
IL-21

MNiNOS

NO

TNF . @

MROS

ML-1

a

Figura 1.3.Representacéo esquematica das duas vias de ativacéo de macrdfagos. As letras a e b representam a via classica (CaM®)
e a via alternativa de ativagdo de M® (Aa M®), respetivamente. CaM® promovem a destrui¢do intracelular do parasita enquanto
AaMOD é permissiva a sobrevivéncia e multiplicacdo dos amastigotas. Adaptado de:
http://www.hindawi.com/journals/bmri/2010/828951/fig3/
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1.2.4. Receptores Toll-like

A familia de recetores Toll-like (TLR) reconhece uma variedade de moléculas
especificas de agentes patogénicos, incluindo componentes do compartimento
endossomal e de superficie como LPS, peptidoglicanos e é&cidos nucleicos
(dinucledtidos CpG ndo metilados). Possuem uma por¢do extracelular com repeticdes
ricas em leucina e uma porgao intracelular com um dominio recetor Toll-Interleucina 1
(TIR) que representa um modelo conservado de sinalizacdo intracelular. Os
microrganismos sdo transportados para os fagossomas que contém TLR (Arosa et al.,
2008).

Os TLR sdo moléculas transmembranares gue reconhecem antigénios comuns a agentes
patogénicos (PAMP) e participam na resposta imune inata, conduzindo a producgdo de
citocinas pro-inflamatérias por M®. Os neutréfilos também expressam TLR, estando a
ativacdo destes sensores celulares relacionado com a producéo de ROS e de citocinas,
aumentando o tempo de semivida da célula e promovendo a fagocitose (Parker et al.
2005).

Atualmente estdo descritos dez TLR para humanos e doze para murganho. Os TLR1,
TLR2, TLR4, TLR6 e TLR11 estdo associados a membrana celular, enquanto os TLR3,
TLR7 e TLR 9 estdo associados as membranas dos compartimentos endociticos, como o
endossoma, lisossoma e reticulo endoplasmatico (Tuon et al., 2008). Para além de M® ¢
neutrdfilos, estes recetores também se encontram em CD, células NK e podem ser
expressos por linfocitos B (Faria et al., 2012). Os TLR1, TLR2 e TLR6 reconhecem
lipo-, glico- e acil- péptidos. O TLR4 reconhece LPS e também ligandos enddgenos,
tais como proteinas de choque térmico, componentes da matriz extracelular, incluindo
fibronectina, acido hialurénico e heparina sulfatada, como resposta a tecidos lesados. A
subfamilia de sensores de acidos nucleicos TLR3, TLR7 e TLR9 reconhecem material
nuclear, como por ex. RNA de cadeia simples (sSRNA) e dupla (dSRNA) e DNA de
cadeia dupla (dsDNA). As moléculas adaptadoras de TLR sdo a proteina de
diferenciacdo mieloide 88 (MyD88), TIR (dominio que contem a proteina adaptadora
TIRAP, também conhecida como MAL), TIRAP induzida por IFN-B (TRIF) e
moléculas relacionadas com o adaptador TRIF (TRAM) (Smith, 2014) (Fig. 1.4). Estes
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adaptadores sdo utilizados em varias combinaces de TLRs, mas as vias de sinalizacdo
podem ser dependentes ou independentes de MyD88 (Faria et al., 2012).

TLR4 TLR2

TLR2 TLRS
TLRY r TLRS /
3 _
. .
wyoss| <

VN P
\ \ /'\ WTLRQ

[

NF-x8

A IFN-B N citocinas e /ou
quimiocinas pro-
inflamatorias

Figura 1.4.Representacdo esquematica de TLR e respetivos adaptadores. Estdo indicados os TLR de membranas citoplasmaticas e

endociticas bem como as vias de ativacdo independentes ou dependentes de MyD88. Adaptado de:
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Receptores+Toll-Like&lang=2

A membrana celular de Leishmania € revestida por glicoproteinas, incluindo
fosfolipidos glicoinositol (GIPL), LPG e gp63. O GIPL e o LPG séo constituidos por
unidades repetidas de dissacaridos de fosforo que estdo ligados a superficie externa da
membrana plasmatica pela ancora GP. A gp63 é uma metaloprotease dependente de
zinco, fundamental na sobrevivéncia dos amastigotas. Algumas destas moléculas ativam

TLR, estando a maioria dos estudos focados na ativacdo de TLR2, TLR4 e TLRO.

Apo6s o reconhecimento de LPG, TLR2 ativa o fator nuclear de transcricdo (NF) -kB
que tem um papel essencial na producdo de citocinas, induzindo uma reposta pro-
inflamatdria rapida (Faria et al., 2012). Este sensor também se liga a ancoras de
fosfatidilinositol (GPI) induzindo a producdo de NO por M® e da citocina pro-
inflamatoria 1L-12 (Arosa et al., 2007).

A EN produzida por neutrofilos induz a atividade leishmanicida de M® através da

ativacdo do TLR4. Estudos demonstraram que este recetor é necessario para que ocorra
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um controlo eficiente do parasita, provavelmente pela atividade de iNOS. Assim sendo,
0 TLR4 exerce uma funcdo benéfica, contribuindo para o controlo da infecdo por
Leishmania (Tuon et al., 2008).

Uma resposta imunitaria do tipo Thl esta associada a producdo da citocina IL-12. Na
LV as células NK estdo associados a um bom prognostico e o recetor TLR9 é
importante na sua ativacgao, sendo essencial para a producdo de IL-12 (Srivastava et al.,
2013).

1.2.5. Receptores NOD-like

Os NLR (nucleotide-binding leucine-rich repeat-containing proteins) sao um dos
componentes cruciais da imunidade inata, reconhecendo sinais citoplasmaticos
endogenos e exogenos. Apresentam um dominio efetor N-terminal necessario para a
transducdo de sinal, um dominio de ligacdo central a nucle6tidos (NACHT) envolvido
na oligomerizacao de proteinas e um dominio rico em repeticdes C-terminais de leucina
(LRR), essenciais para a detecdo do ligando e estimulagdo de recetores (Moreira &
Zamboni, 2012) (Fig. 1.5).

- QT 0000000
» OO 0000000

Figura 1.5.Representacdo esquematica da constituicdo de dois NLR. As letras a e b séo indicativas do gene NOD1 e NOD2,
respetivamente. O nimero 1 indica o dominio rico em repeti¢cdes C-terminais de leucina (LRR). Estes sensores possuem o dominio
central NACHT, o dominio NAD e ainda um ou dois dominios CARD. Adaptado de:
http://www.nature.com/nrrheum/journal/v4/n1/fig_tab/ncprheum0681_F1.html

A familia NLR é subdividida em trés subfamilias: a subfamilia NOD que inclui NOD1,
NOD2, NOD3 (NLRC3), NOD4 (NLRC4), NOD5 (NLRX1) e CIITA; a subfamilia
NALP e a subfamilia IPMF (Castafio-Rodriguez et al., 2014). Os NLR recrutam e

ativam a protease inflamatoria caspase 1 necessaria ao processo de maturacdo das

24


http://www.nature.com/nrrheum/journal/v4/n1/fig_tab/ncprheum0681_F1.html

1. Introducdo

citocinas inflamatérias 1L-1f3 e IL-18 e intervém na cascata da apoptose. Outros NLR,
como NOD1 e NOD2 néo se envolvem diretamente com as caspases inflamatorias, em
vez disso ativam NF-kB, as proteinas nucleares quinase ativadas por mitogénio
(MAPKS), IFN e os fatores reguladores (IRFs) estimulando a imunidade inata. NOD1 e
NOD2 sao codificados no dominio de recrutamento da caspase (CARD) 4 e 15,
respetivamente, e como 0s NLR ambos tém NOD e partilham os dominios LRR para
além do aminoacido CARD terminal (Zhong et al.,, 2013). Existe uma grande
similaridade entre estes dois NODs, com excec¢do que NOD1 apresenta um CARD e 0
NOD2 dois CARD e a expressdo de NOD1 é detetada numa variedade de células
enquanto NOD2 tem expressdo em mondcitos, granuldcitos e CD (Gutierrez et al.,
2002). A ativacdo de NOD1 e NOD2 segue o reconhecimento citosélico de ligandos de
peptidoglicano que desencadeiam a oligomerizacdo dos recetores através do dominio
NOD (Zhong et al., 2013). Para haver ativacdo adequada, na via de sinalizacdo destes
dois recetores tém que ocorrer modificacbes pos-transducionais como fosforilacdo e
ubiquitinizacdo (Antosz & Osiak, 2013). Estes recetores estdo também associados a
inducdo de apoptose. O NOD1 esta associado as caspases 8 e 9 e a proteina RIP2. A
ativacdo via NOD1 e NOD?2 induz o aumento da expressdo do MHCII na superficie de
APC (Antosz & Osiak, 2013). Estudos recentes demonstraram que estes NOD também

respondem a proteinas de protozodrios (Sakhon et al., 2013).
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal estudar o efeito do protozoario do género
Leishmania na ativagdo dos mecanismos oxidativos e ndo oxidativos de ceélulas
fagocitérias, macréfagos e neutrofilos, que constituem a primeira linha de defesa

imunoldgica, tanto no modelo roedor como em canideos saudaveis.
Os objectivos especificos deste estudo foram os seguintes:

1. Analisar a atividade leishmanicida de neutroéfilos de murganho e canideo

guando expostos in vitro a espécies de Leishmania spp.

O estudo dos mecanismos oxidativos e nao oxidativos desencadeados pod
neutrofilos de murganho expostos a promastigotas de L. infantum, L.
amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis e neutrofilos caninos expostos a
promastigotas de L. infantum foi feito através da avaliacdo da expressdo de
receptores Toll-like e NOD-like, da atividade fagocitica das células, respiracao
oxidativa, exocitose de elastase neutrofilica e Catepsina G e pela formacéo

extracelular de NET.

2. Analisar a atividade leishmanicida de Md® P388D1 (linha celular derivada
de murganho) e de M® diferenciados de mondcitos de sangue periférico de

canideos quando expostos in vitro a espécies de Leishmania spp.

A expressao de recetores Toll-like e NOD-like, a atividade fagocitica, a produ-
cdo de metabolitos de 6xido nitrico e a producdo de ureia foram analisadas em
M® P388D1 expostos as espécies L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.

guyanensis e em M® de canideo infetados por L. infantum.
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3.1. Animais e parasitas

Neste estudo foram utilizados canideos (Canis lupus familiaris) e murganhos (Mus

musculus).

3.1.1. Canideos

Foram utilizados 10 canideos com mais de 20 kg de peso e idades compreendidas entre
1,5 e 5 anos, residentes na regido de Lisboa e cedidos por proprietarios privados, pelo
Grupo de Intervengdo Cinotécnico da Guarda Nacional Republicana e pela Faculdade
de Medicina Veterinaria de Lisboa. Os animais foram sujeitos a um exame fisico
completo e foi recolhido sangue para tubo seco e tubo com o anticoagulante acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Foram efetuados hemograma, perfil bioquimico
geral, ionograma e proteinograma de forma a avaliar o estado de salde dos animais. A
infecdo por Leishmania foi excluida através da detecdo de anticorpos anti-Leishmania
pelo teste de imunofluorescéncia indireta (Kit Leishmania Spot IF®, BioMerieux,
Franca) com cut off de 1:80 e através da quantificacdo de DNA de Leishmania no
sangue periférico e linfonodo por PCR em tempo real. A auséncia de infecdo por
Dirofilaria immitis foi confirmada pelo teste Knott. Os hemoparasitas Babesia spp.,
Ehrlichia spp., Anaplasma spp. e Ricketsia spp. foram pesquisados em esfregacos de
sangue e também por real-time PCR. Mycoplasma haemocanis foi pesquisado em
esfregacos de sangue. Apenas animais clinica e analiticamente saudaveis, com exames
microbiolégicos e parasitologicos negativos, foram incluidos neste estudo. Os
proprietarios dos animais foram informados acerca da natureza das intervencdes a

realizar e do objetivo do estudo e assinaram um consentimento informado.

3.1.2. Murganhos

Foram utilizados um total de 27 murganhos machos, pertencentes a estirpe BALBI/c,
com idades compreendidas entre as cinco e as nove semanas, em trés experiéncias
independentes. Os animais foram adquiridos na Harlan laboratorios (Horst, Holanda) e
foram mantidos no Biotério do IHMT sob condicGes climaticas e de nutricdo adequadas

e de acordo com os requerimentos da Unido Europeia relativos ao bem-estar dos

29



3. Materiais e Métodos

animais de experiéncia (86/609/CEE, do conselho de 24 de novembro de 1986)
reconhecidos pela lei nacional (DR DL129/92 e Portaria 1005/92).

3.1.3. Parasitas

Neste estudo foram utilizados promastigotas virulentos de L. infantum
(MCAN/2012/IHMTO0003SG) com menos de cinco passagens (Santos-Gomes &
Abranches, 1996) na fase estaciondria da curva de crescimento. Os amastigotas que
deram origem aos promastigotas utilizados foram recolhidos por citologia aspirativa
com agulha fina do linfonodo de um canideo residente num Canil Municipal da regido

de Lisboa, Portugal.

Até ser utilizada, a estirpe foi mantida por passagens sucessivas em murganhos BALB/c
para manter a viruléncia. Os animais foram inoculados por via intraperitoneal com
inoculo de 1x107 promastigotas num volume final de 100 pL. Um més apds a infegéo, os
animais foram sacrificados e o baco e figado extraidos e homogeneizados num
desagregador celular com um separador de 50 um (Medicons, Syntec International,
Irlanda) para células infetadas. Para a transformagc&o in vitro dos parasitas foi utilizado o
meio liquido Schneider’s Drosophila (Sigma-Aldrich, Alemanha) contendo L-glutamina
e suplementado com 0,4 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3, Sigma-Aldrich,), 10% de
soro fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich) inativado, cloreto de calcio (CaCl,, Sigma-
Aldrich) 1,2% (m/v) e 5mM de HEPES (Sigma-Aldrich) a pH 7.2 (meio de Schneider

completo).

Foram também utilizados promastigostas de L. infantum que expressam “Green
Fluorescent Protein” (GFP).. Resumidamente, a cadeia ou grelha individual de leitura
de GFP aberta foi inserida num plasmideo pTEX (pTEX plasmid shuttle vectorl2)
(Kelly et al, 1992) através da electroporacdo da membrana do plasmideo.
Posteriormente o vetor com GFP foi colocado em promastigotas de L. infantum. Os
parasitas mutantes foram selecionados em placas de agar com 25 pg.mL™* de Geneticina
(G418) (Sigma-Aldrich) e as coldnias individuais positivas foram cultivadas em meio

de cultura com a mesma condicdo de sele¢do e analisadas por southern blotting para

L A estirpe de Leishmania-GFP foi gentilmente cedida pela Prof.2 Ana Tomas do Instituto de Biologia
Molecular e Celular, Porto.
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confirmar que a construgdo estava estruturalmente intacta e por microscopia de
fluorescéncia para garantir a expressdo de GFP. Estes parasitas foram mantidos em
meio de Schneider completo ao qual foi adicionado G418, composto similar a um
antibidtico aminoglicosideo, que permite que estes parasitas preservem o plasmideo
GFP.

Para além de L. infantum, foram também utilizadas trés espécies cutaneas: L,

amazonensis, L. shawi e L. guyanensis?

L. amazonensis (MHOM/BR/1973/M2269) foi isolada de um paciente com
leishmaniose cutanea anérgica difusa (ADCL) proveniente do estado do Para, no Norte
do Brasil. Os parasitas foram identificados utilizando-se anticorpos monoclonais e por
eletroforese enzimatica multilocus no Instituto Evandro Chagas (Belém, Estado do Par4,
Brasil). Estes parasitas foram mantidos em murganhos BALB/c através de inoculagdo
subcutanea nas patas traseiras dos animais e posteriormente isolados e mantidos em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de FBS inativado, 10 pg.mL? de
gentamicina e 1000 U.mL™ penicilina a 25°C (Carvalho et al, 2012).

L. shawi (MHOM/BR/96/M15789) foi isolada de um paciente com leishmaniose
tegumentar americana em Briticupu, estado do Maranhdo no norte do Brasil. Os
parasitas foram identificados através de anticorpos monoclonais e por eletroforese
enzimatica multilocus no Instituto Evandro Chagas. Os parasitas foram inoculados por
via subcutanea nas patas traseiras de murganhos BALB/c, isolados e mantidos em meio
RPMI completo-1640, suplementado com 10% de FBS inativado, 10 pg.mL? de

gentamicina e 100 U.mL! penicilina (Passero et al, 2012).

L. guyanensis (M19663) foi isolada de um paciente com leishmaniose cutanea
localizada (LCL), no municipio de Santarém, no estado do Pard, Brasil. Os parasitas
foram identificados através de imunoenzimas no Instituto Evandro Chagas e

conservados no criobanco deste mesmo instituto.

2 As estirpes cutaneas de Leishmania foram gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Luiz Felipe Passe-
ro da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Brasil.
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3.2. Neutrofilos de murganho

3.2.1. Isolamento e purificacéo

Foram realizadas trés experiéncias independentes e para cada experiéncia foram
utilizados trés murganhos. Os murganhos foram injetados intraperitonealmente com 800
uL de tioglicolato 10% (Sigma-Aldrich). Este composto € um estimulante inflamatorio
que induz o recrutamento de neutrofilos para a cavidade peritoneal. Dezoito horas apés
a injecdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e as células foram
recolhidas por lavagem peritoneal em 10 mL de tampéo fosfato (PBS) (Lonza, Bélgica)
frio 1x, (Fig. 2.1a). A suspenséo celular foi lavada uma vez com PBS 1x a 300xg,
durante 10 min, a temperatura ambiente (TA) e ressuspendida em 2 mL de Hanks'
Balanced Salt Solution (HBSS) (Sigma-Aldrich). Paralelamente foi preparado um duplo
gradiente de Hystopaque®. Num tubo de 15 mL foi colocado 2 mL de Hystopaque®
1119 (Sigma-Aldrich) e adicionado cuidadosamente 2 mL de Hystopaque® 1077
(Sigma-Aldrich). A suspensdo celular foi colocada no topo do duplo gradiente e
centrifugada a 340xg, durante 30 min a TA e sem travdo, numa centrifuga com rotor
basculante. Apos centrifugacdo, foi cuidadosamente recolhido o anel rico em neutréfilos
situados na interface entre o Hystopaque® 1119 e 1077 (Fig. 2.1.b). Foi efetuada uma
lavagem com solucdo salina de cloreto de sodio (NaCl) (Sigma-Aldrich) a 0,9% (m/v), a

300x%g, 10 min, a TA e os neutréfilos foram ressuspendendidos em 1 mL de HBSS.

O rendimento e a viabilidade celular foram estimados por contagem em cémara de
Neubauer apos coloracdo com azul de tripano. O azul de tripano é um corante vital que
permite avaliar a viabilidade celular. As células viaveis com a membrana celular integra
tém a capacidade de excluir o corante, enquanto as células ndo viaveis ficam coradas de
azul. A pureza foi determinada morfologicamente apos citocentrifugacao (citospin) em
laminas de vidro de 100 pL da suspensdo celular, a 55xg durante 4 min (StatSpin®
Cytofuge 2, EUA) e observagdo por microscopia optica (MO) das Iaminas apos fixagdo
com metanol (VWR International, EUA) e coloracdo com Giemsa (1:10) (Sigma-

Aldrich). A metodologia empregue para isolar e purificar neutrofilos de murganho
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permitiu obter uma pureza celular de 95% e viabilidade de 97%. O rendimento celular

médio obtido foi de 10 celulas/mL.

Figura 3.1. Isolamento e purificagao de neutrofilos. (a) Lavagem da cavidade peritoneal de um murganho BALBY/c, (b) visualizacéo

do anel de neutréfilos ap6s centrifugacdo do lavado peritoneal num duplo gradiente de hystopaque®.

3.2.2. Interagéo neutrofilo - Leishmania

Em placas de 96 pogos de fundo redondo (Nunc, Thermo Fisher Cientific, Dinamarca),
1x10° neutrofilos foram colocados em contato com promastigotas de L. infantum, L.
amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis, num volume final de 300 pL. A proporcéo
utilizada de neutrdfilos : parasita foi de 1:5. As placas foram incubadas durante 1,5h e 3
h em atmosfera humida, a 37°C, com 5% de COx. neutréfilos ndo infetados mantidos em
idénticas condic¢des foram usados como controlo. Terminado o periodo de incubagéo, as
células e respetivos sobrenadantes foram recolhidos e utilizados posteriormente em

diferentes ensaios.

Foram realizados citospins de neutréfilos-Leishmania spp. (conforme descrito em
3.2.1.) que depois de fixados com paraformaldeido 2% em PBS durante 20 min foram
corados com Giemsa. Os citospins realizados com culturas de neutréfilos ap6s fixacao
foram tratados com o corante nuclear fluorescente 4',6-diamidino-2-phenylindole
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(DAPI) presente no meio de montagem (VECTASHIELD®, Vetor Laboratories, EUA)

e observado no microscopio de fluorescéncia (Olympus 5X, Japéo).

A percentagem de infecdo foi determinada por MO das laminas de neutrdfilos-
Leishmania spp. com 1,5 e 3 h de incubacdo, através da contagem do numero de

neutrofilos contendo pelo menos um parasita num total de 100 células observadas.
3.3.Linha celular macrdéfagos-like P388D1

A linha celular de macréfagos-like P388D1 (ATCC, EUA) isolada de linfoma de
murganho é constituida por células do tipo mondcito/M®, com aparéncia de linfoblasto

e em cultura permanecem em suspenséo.

As células P388D1 foram mantidas em suspensdo em meio de cultura RPMI 1640
(Lonza) suplementado com 10% FBS, 2 mM L-glutamina (VWR International) e 100
U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich) pH 7.2 (meio RPMI
completo), numa atmosfera himida, a 37°C, com 5% de CO-. Foi adicionado meio novo
a cada dois a trés dias, de modo a manter uma concentracdo celular de cerca de 2x108

células.mL™.

A viabilidade e a concentracao celular foram determinadas por contagem em camara de
Neubauer através da coloragcdo com azul tripano (como descrito em 3.2.1). A suspensao
celular utilizada nos diferentes ensaios apresentou uma viabilidade superior a 98%.

3.3.1.Interacdo macrofagos-like P388D1 — Leishmania

Os M® foram incubados em placas com promastigotas de L. infantum, L. amazonensis,
L. shawi ou L. guyanensis nas proporc¢des de 1:3 e 1:5 células:parasitas, por periodos de
tempo variaveis (5, 18, 24 e 48 h), em atmosfera himida a 37°C, com 5% de CO..
Culturas pararelas de M® foram mantidas como controlo.

Terminado o periodo de incubacéo, as placas foram centrifugadas a 300xg, 10 min, a
TA. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos e conservados a -20°C. Em
cada pogo das placas foram colocados 350 pL de RLT (RNeasy Mini Kit, Quiagen,

Alemanha), por cada mL de RTL adicionaram-se 0,1 pL de 2-mercaptoetanol (Sigma-

34



3. Materiais e Métodos

Aldrich) (RLT-ME). As amostras foram conservadas a -80°C para posterior extracao de
acido ribonucleico (RNA).
A percentagem de células infetadas foi determinada por MO em citospins de 100 uL das

co-culturas, como descrito em 3.2.1.

3.4.Mondcitos e Neutréfilos de canideo

3.4.1.1solamento e purificacao

Dos 10 canideos selecionados para o estudo (ver 3.1.1.) foram recolhidos 20 a 30 mL de
sangue periférico para tubo com o anticoagulante CPDA (citrato, fosfato, dextrose) por
venopuncdo da veia cefalica, apds tricotomia e desinfecdo da regido. Para isolamento
simultaneo de neutrofilos e mondcitos a partir de sangue periférico foi utilizado o
protocolo descrito por Strasser et al. (1998) com algumas alteracbes. ApOs preparacdo
do duplo gradiente de Hystopaque® (descrito em 3.2.1.), 2 mL de sangue foram
cuidadosamente colocados em cada tubo. Os tubos foram centrifugados a 340xg durante
30 min a TA, sem travdo, em centrifuga com rotor basculante. Os anéis de PMN e de
células mononucleares que se encontram na interface entre o Hystopaque® 1119 e 1077
e sob o Hystopaque® 1077, respetivamente (Fig. 2.2.), foram cuidadosamente
recolhidos para novos tubos e lavados com NaCl 0,9% (m/v) a 300xg durante 10 min a
TA. De seguida foi efetuada a lise osmotica dos eritrocitos contaminantes pela adicédo
de 4 mL de &gua destilada estéril com agitacdo ligeira durante 1 min, ao fim do qual foi
adicionado NaCl 1,8% (m/v) para equilibrar a osmolaridade. As células foram
centrifugadas a 300xg durante 10 min, a TA e posteriormente lavadas uma ultima vez
com NaCl 0,9% (m/v). A suspensdo celular de neutréfilos foi ressuspendida em 1 mL
de HBSS e a suspenséo de células mononucleares em 12 mL de RPMI 1640 completo) e
10% de fator estimulador de coldnias (CSF).

A pureza, o rendimento e a viabilidade dos neutréfilos foram determinados através de
contagem em camara de Neubauer apds coloragdo com azul tripano (conforme descrito

em 3.2.1.). A metodologia empregue permitiu obter uma suspensdo celular de
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viabilidade e pureza superiores a 95%. O rendimento celular médio obtido foi de
1,5x106 células/mL.

Figura 3.2. Isolamento e purificacdo de células mononucleares e PMN a partir de sangue periférico de canideo. A centrifugacéo do
sangue total usando um duplo gradiente de Hystopaque® permite obter um anel superior rico em células mononucleares (A) e um

anel inferior rico em PMN (B).

3.4.2.Diferenciacdo de mondcitos em macréfagos

O CSF, na concentracdo utilizada (10%), induz a maturagdo dos mondcitos em M®. O
CSF foi obtido a partir da linha celular L929 que apresenta caracteristicas de fibroblasto
(Campos-Neto et al., 1995). As células L929 foram cultivadas em meio RPMI completo
na concentracdo de 108 celulas.mL™?, numa atmosfera htimida, a 37°C e com 5% de COz,
A aderéncia celular foi confirmada em microscépio invertido (Olympus, Japdo). Ao fim
de trés dias de incubacdo as células foram descoladas através de choque térmico e
centrifugadas a 370xg, 5 min, a 4°C e o sobrenadante recolhido filtrado por um filtro

celular de 70 um (BD Biosciences, USA) e conservado a -20°C até a sua utilizagéo.

As células mononucleares ressuspendidas em meio RPMI completo, suplementado com

10% de CFS, foram cultivadas em placas de seis pocos (3 mL de suspensao celular por
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poc¢o), durante quatro dias. O meio foi substituido as 24 e 72 h por meio novo
previamente aquecido a 37°C, de forma a manter as condi¢Bes a que as células estavam
sujeitas. Os M® obtidos a partir do sangue periférico de cdo aderem fortemente a
superficie da placa. A substituicdo do meio permite eliminar as células mononucleares

ndo aderentes (linfécitos) e outras células contaminantes.

3.4.3. Interag@o macrofagos - Leishmania

Os mondcitos foram plaqueados e apds 4 dias de diferenciacdo (confirmado por
citometria de fluxo) a concentracdo de M® foi estimada por MO de acordo com a

seguinte férmula:

N. médio de células em trés campos X 961,6 (diametro do poco)mm?
0,24 (area )mm?

De uma forma geral obteve-se um rendimento celular de 2,6x10* celulas/mL.

Aos pogos das placas onde ocorreu a diferenciagdo de M® foram adicionados
promastigotas de L. infantum na propor¢do de M®:parasita de 1:5 ou 1 pg/mL de LPS
de Eschrichia coli (Sigma-Aldrich) como controlo positivo. Ao fim de 1,5 e 3 h de
incubacdo os sobrenadantes foram recolhidos, centrifugados a 350xg, durante 10 min a
TA , transferidos para novos tubos e conservados a -20°C até serem utilizados. A cada
poco foi adicionado 350 uL de RLT-ME e o contetdo recolhido e conservado a -80°C
para posterior extracdo de RNA.

3.4.4. Interacdo neutrofilos - Leishmania

Em placas de 96 pogos de fundo redondo, 5x10° neutrdfilos foram colocados em
contato com promastigostas de L. infantum e L. infantum-GFP, num volume final de
300 pL. A proporcao utilizada de neutrofilos:parasita foi de 1:5. neutrdfilos nédo
infetados foram mantidos como controlo. As placas foram incubadas durante 1,5 e 3 h

em atmosfera humida a 37°C com 5% de CO:..

37



3. Materiais e Métodos

Terminado o periodo de incubacgdo, as células e os sobrenadantes foram utilizados na
determinacdo de superoxido e na analise da exocitose de EN e CatG.

A percentagem de neutrdfilos infetados foi determinada para os 10 animais (conforme

descrito em 3.2.1.).

3.5.NET

A capacidade de Leishmania induzir a formacdo de NET foi avaliada por microscopia
eletronica de varrimento (MEV) em neutrofilos isolados de murganho e incubados
durante 1,5 e 3 h com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis e em
neutrdfilos isolados de sangue periférico de cdo e incubados com L. infantum durante
15e3h.

As preparacdes para MEV foram realizadas de acordo com o protocolo estabelecido por
Brinkmann et al. (2010). Nos pocos de uma placa de 24 pocos foram colocadas lamelas
redondas de vidro de 22 mm, devidamente esterilizadas. Foram plaqueados 2x10°
neutrofilos por poco e incubados com Leishmania na propor¢do de 1 neutrofilos:5
promastigotas durante 1,5 e 3 h em atmosfera himida, a 37°C com 5 % de CO:..

Terminado o periodo de incubacdo, as lamelas foram fixadas no pogo com
paraformaldeido a 4% em agua durante 8h e de seguida cuidadosamente transferidas
para nova placa e pds-fixadas com solucdo de 2,5% glutaraldeido (Sigma-Aldrich) em
agua durante 30 min. Apds lavagem, as lamelas foram incubadas com uma solucdo de
0,5% de tetroxido de 6smio (Sigma-Aldrich) em agua durante 30 min e novamente
lavadas antes de nova incubacdo com uma solucdo de 1% &cido tanico (Sigma-Aldrich)
em agua durante 30 min. As lamelas foram submetidas a nova lavagem e incubadas com
a solucdo de tetroxido de ésmio durante 30 min e novamente lavadas. Por ultimo, foram
desidratadas por sucessivas passagens em concentraces crescentes de etanol (30%,
50%, 70%, 80% e 90%) e conservadas a 4°C em placas de 24 pocos com etanol a 100%,
antes de passarem pelo ponto critico e serem metalizadas para observacdo em MEV
(JEOL 5200-LV, Japdo).

38



3. Materiais e Métodos

Fez-se uma contagem de neutrofilos formadores de NET num total de 100 células,

através da visualizagdo das fotografias de MEV.

3.6. Producdo de superodxido por neutrofilos

ROS sdo produzidas por NADPH que envia eletrfes através da membrana para dentro

do fagossoma dando origem ao O»™ (Segal, 2005).

A producéo de O foi avaliada usando o ensaio colorimétrico de azul de tetrazdlio
(NBT) adaptado de Choi et al. (2006) e Sukhumavasi et al. (2007). O NBT absorvido
pelas células é reduzido pelo O intracelular com formac&o de particulas insoltveis de

formazan.

Culturas de 1x10° neutréfilos isolados de murganho e co-culturas de neutrofilos—L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis foram incubadas numa placa de 96
pocos de fundo redondo durante 1,5 h, a 37°C, numa atmosfera humida com 5% de
CO2,em 300 pl de HBSS contendo 0,4% de NBT (Sigma-Aldrich) e na auséncia ou na
presenca de 0,2 pg.mL™* de PMA (Sigma-Aldrich), um ativador da respiragdo oxidativa.
Apbs incubacdo, as culturas foram centrifugadas a 300xg, 10 min e lavadas duas vezes
com PBS 1x morno para retirar os granulos extracelulares de formazan. De seguida, as
células foram tratadas com 100 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS, Sigma-Aldrich)
10% e os cristais intracelulares solubilizados com 100 pL de &cido cloridrico (HCI)
0,IN (Fig. 3.3.). A absorvancia foi lida a 550 nm num leitor de placas (Anthos 2010,

Austria). Pogos com HBSS foram usados como brancos.

A produgdo de O, foi também avaliada em culturas de 5x10° neutrdfilos isolados de

sangue periferico de céo e incubadas durante 1,5 e 3 h com L. infantum.
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HBSS

HBSS+PMA

PMN

PMN+PMA

PMN+L

Figura 3.3. Ensaio colorimétrico de NBT para detecdo do ido superéxido. Exemplo do resultado final do ensaio que permite
visualizar a dissolugéo dos granulos de formazan intracelulares, depois da adicdo de HCI 0,1 N. Na placa podem ser observados
pocos contendo apenas meio HBSS, pogos com HBSS e PMA, pogos com neutréfilos, com neutréfilos-Leishmania (PMN+L) e com
PMN- Leishmania e PMA (PMN+L+PMA).

3.7.Exocitose de elastase neutrofilica e catepsina G

Um dos mecanismos utilizados pelos neutréfilos no combate aos agentes patogénicos é
a sua destruicdo por hidrélise enzimatica. Os granulos citoplasmaticos primarios
também designados de azurdfilos contém péptidos antimicrobianos e enzimas
proteoliticas, nomeadamente a EN e CatG, que podem ser segregados no fagossoma
(Mydel et al, 2008) ou libertados no meio extracelular como parte da NET (Abdallah &
Denkers, 2012).

A exocitose de EN e CatG foi analisada através dos niveis de atividade enzimatica
respetivos em sobrenadantes de culturas de 1x10° neutrdfilos incubados com L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis. Foram também efetuadas culturas
pararelas de neutrofilos como controlo negativo e de neutrofilos estimulados com LPS

como controlo positivo. As culturas foram incubadas durante 1,5 e 3 h.
Ensaio idéntico foi realizado usando neutroéfilos de canideo e L. infantum.

A atividade enzimética da EN e da CatG foi medida utilizando os substratos sintéticos
colorimétricos  N-Methoxysuccinyl-Ala-Ala-Pro-Val-pNA  (Sigma-Aldrich)  na
concentragdo de 1 mM e N-Succinyl-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA (Sigma-Aldrich) na
concentracdo de 25 mM, respetivamente (adaptado de Morohoshi et al., 2006 e de
Mydel et al., 2008). Cada um destes substratos foi diluido em 25 mM de tampéo de
reacdo (Tris-HCI pH 7.5). Numa placa de 96 pogos de fundo redondo foi colocado 100
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pL dos sobrenadantes e adicionado 100 pL do substrato apropriado. Imediatamente apds
a adicdo do substrato (~ 0 min), aos 15 min e 30 min a absorvancia foi lida a 405 nm
num leitor de placas (TRIADTM 1065, DYNEX Technologies, EUA). Como brancos
foram lidos as absorvancias de pogos contendo meio HBSS com substrato de EN ou
HBSS com substrato de CatG. Para todos os ensaios foi assumido que a intensidade da

reacdo colorimétrica é proporcional a atividade da enzima.

3.8.Producéo de dxido nitrico por macréfagos-like P388D1

Durante a infe¢do por Leishmania, os M® tendem a libertar NO (Naderer &
Mcconville, 2008). Na célula, ap6s uma série de reacfes 0 NO é metabolizado em ifes
nitrito (NO2) e nitrato (NO3z").

Neste estudo, a producdo de NO foi estimada através do método de Griess [0,2% de n-
naftil etilendiamina (NED) e 2% de sulfanilamida em 5% de acido fosférico]. Esta
metodologia tem como principio a metabolizacdo de NO2", que é convertido pelo
composto NED numa substancia de cor rosa/roxa (cromoforo azo).

Os sobrenadantes de 6x10° M®, de M® incubados com promastigotas de L. infantum,
L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensies e de M® estimulados por PMA durante 5,

18, 24 e 48 h foram utilizados para medir a producédo de NO.

Em cada pogo de uma placa de 96 pocos foi colocado 50 uL das dilui¢Bes seriadas (1:2)
do padrdo com vérias concentracdes conhecidas de nitrito de sédio (de 250 uM a 3,9
uM) para estabelecer a reta padréo. Foi colocado 50 uL de sobrenadante das amostras
por pogo ou 50 uL de RPMI completo (meio de cultura de M®) utilizado como branco.
As amostras, as diluicdes padrio e ao branco foram adicionados 50 uL do reagente de

Griess (Sigma-Aldrich,) sequindo-se uma incubacgéo de 10 min a TA na auséncia de luz.

A densidade 6tica (DO) foi lida a 550 nm num leitor de placas (Anthos 2010, Austria).
A concentracdo de nitrito das amostras foi determinada a partir da reta padrédo
construida através dos valores de absorvancia das diluigdes padrdo. Tanto as amostras

como as diferentes concentra¢des do padréo foram realizadas em triplicado.
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3.9.Producéo de oxido nitrico por macrdéfagos de sangue periférico de

canideo

O NO foi estimado em sobrenadantes de culturas de M®, M® incubados com L.
infantum e M® estimulados com LPS durante 1,5 h e 3 h de incubacdo usando o kit
Nitrite/Nitrate colorimetric assay (ABNOVA, Taiwan).

Este método consiste na conversdo do ido NOs* presente nos sobrenadantes, em ido
NO. através da enzima nitrato redutase. A posterior adicdo do reagente de Griess
converte NO2 num composto de cor rosa/roxa (cromoforo azo). Para estimar a
concentracdo dos dois metabolitos nas amostras, foi construida uma curva-padrdo
através da leitura da absorvancia de quantidades conhecidas de NOs". Para fazer a curva-
padrdo foram efetuadas diluicdes seriadas de uma solugdo de NOz™ a 200 uM de modo a

obter concentragdes finais entre 35 uM e 5 pM.

Numa placa de 96 pogos foi colocado 80 pL das amostras ¢ 200 puL de tampé&o de ensaio
(branco) em duplicado. O cofator e a enzima nitrato reductase (10 pL) previamente
reconstituida em tampdo de ensaio foram adicionados a cada amostra, incluindo o
padrdo. A placa foi incubada durante 1h, depois foi adicionado 50uL do reagente de
Griess R1, seguido de 50ul do reagente de Griess R2. Dez minutos depois, a
absorvancia foi lida a 550 nm num leitor de placas (Anthos 2010). A curva-padréo foi
construida e os valores da concentracdo conjunta de NO2" e NOs™ foram extrapolados a

partir da seguinte férmula:

[Nitrato + Nitrito](uM) = (DOssonm — Declive reta padrio) x Vol final amostra (uL) X (Fator dilui¢do)

3.10.Producéo de ureia por macréfagos

Um dos mecanismos leishmanicidas mais importantes dos M® é a producéo de NO pela
INOS. Esta enzima requer L-arginina como substrato, 0 mesmo aminodacido utilizado
pela arginase para produzir ornitina e ureia (Wu & Morris, 1998). Deste modo a
arginase pode contribuir para a sobrevivéncia de Leishmania no hospedeiro, competindo

com a iNOS e reduzindo a producédo de NO.
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Foi utilizado o QuantiChromTM Urea Assay Kit (BioAssay Systems, EUA) para
quantificar a producéo de ureia em sobrenadantes de culturas de 6 x10° M® incubados
com promastigotas de L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis durante
5, 18, 24 e 48 h e em sobrenadantes de 2x10° M® diferenciados a partir de mondcitos
isolados de sangue periférico de canideo e incubados com promastigotas de L. infantum
durante 1,5 ¢ 3 h. Sobrenadantes de culturas de M® (P388D1 e de canideo) e M®
incubados com 0,2 ng.mL? de PMA foram usados como controlo negativo e positivo,
respetivamente. O kit utiliza um reagente cromogénico que forma um complexo
colorimétrico especifico com a ureia. A intensidade da cor (absorvancia lida a 450 nm)

é diretamente proporcional & concentragdo de ureia na amostra (Fig. 3.4.).

Numa placa de 96 pogos de fundo plano foram depositados em triplicado 50 uL de
sobrenadante, 50 uL da solucdo padrdo (5 mg ureia.dL™) e 50 uL de agua, utilizada
como branco. Um volume de 200 uL de tampdo de ensaio constituido equitativamente
pelo reagente A (<0,40% de acido sulfurico; <0,04% de Brij 35 e 10,00% de o-
ftalaldeido) e pelo reagente B (<0,08% de difosfato de primaquina; <0,80% de &cido
borico; 22,00% de &cido sulfarico e <0,04% de Brij 35) foi adicionado as amostras, ao
padrdo e ao branco. A placa foi incubada durante 50 min a TA protegida da luz e a DO
foi lida a 450 nm num leitor de placas (TRIADTM 1065, DYNEX Technologies, EUA).

A concentracdo de ureia foi posteriormente calculada através da seguinte formula:

[Ureia] = [(DO amostra — DO branco)/(DO padrdo — DO branco)] X n X (padrdo) (mg/dL)

Em que n é o fator de diluicdo das amostras. Neste caso 0 n= 1 porque as amostras nao
foram diluidas e o padrdo é igual a 5 porque tem uma concentracdo de ureia de 5
mg.dLt.
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|

Figura 3.4. Ensaio colorimétrico para quantificagdo da producéo de ureia. Exemplo do resultado final do ensaio em sobrenadantes
de M® P388D1 incubados com promastigotas de L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis e M® de canideos
incubados com promastigotas de L. infantum. Na placa podem-se ver pogos com a solugdo padrdo (A), pogos com agua (branco) (B)

e pogos com amostras (C - H).

3.11.Quantificacéo da expressdo de NOD e TLR

3.11.1.Extracao de RNA total e sintese de cDNA

M® de cdo (2x10°) incubados durante 1,5 e 3 h com L. infantum, neutréfilos (1x10°) de
murganho e M® P388D1 (1x10°) incubados durante 1,5, 3 h e 5, 18, 24 e 48 h com L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensi, respetivamente, foram utilizados
para a extracdo de RNA. Como controlos negativos foram utilizadas somente células
(M® de céo, neutréfilos de murganho e M® P388D1). Como controlos positivos foram
utilizados neutrofilos estimulados com fMLP (N- formil-metionil-leucil-fenilalanina)
durante 1,5 h e PMA durante 3 h, M® de cdo estimuladas por LPS e M® P388D1
estimulados por PMA. Neutrofilos de murganhos também foram incubados com
agonistas dos genes TLR9, NOD1 e NOD2, nomeadamente ODN, D-SLO1 e M-Tripap

(InvivoGen, Franga), respetivamente.

As células foram conservadas a -80°C em RLT-ME. O RNA foi extraido com o Kit
comercial RNeasy Mini Kit (Quiagen, Alemanha) de acordo com as instru¢fes do
fabricante. Apds adicédo de etanol a 70% (v/v), as amostras foram transferidas para uma
coluna que possui uma resina que permite fixar o RNA. Apds eluicdo do tampéo as

colunas foram lavadas e 0 RNA eluido em 20 uL de agua ultra pura. Este protocolo
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inclui um passo com desoxiribonuclease (DNase) para remover o DNA contaminante

(RNase Free-DNase set; Quiagen).

Apos extracdo do RNA total, foi efetuada a sintese da cadeia complementar de DNA
(cDNA), utilizando o kit de cDNA da NZYTech (NZYTech, Lda. - Genes and
Enzymes, Portugal). Inicialmente foi preparada uma master mix contendo para cada
amostra 10 pL de NZYRT 2xMaster Mix (NZY Reverse Transcriptase e NZY
Ribonuclease Inhibitor) que protege o RNA da degradacdo por ribonucleases e 2 uL. de
NZYRT Enzyme Mix [oligo (dT) 18, random hexamers, MgCl, e dNTPs] a qual foi
adicionado 8 pL de RNA total. A reagcdo de transcricdo reversa foi realizada
submetendo as amostras a 25°C durante 10 min seguido de 50°C durante 30 min e
inativacdo a 85°C durante 5 min A cada reacdo foi adicionado 1 pLL de NZY RNase H
(E. coli) com o objetivo de degradar o RNA existente. As amostras foram incubadas a
37°C durante 20 min e para finalizar 5 min a 85°C.

Terminada a transcrigdo reversa foi adicionado a cada amostra 40 uL de agua livre de
RNA. As amostras foram conservadas a -20°C até serem utilizadas.

Para cada um dos ensaios foram efetuadas trés experiéncias independentes, tendo sido

extraidas um total de 180 amostras.

3.11.2.Selecéo de genes-alvo e sequéncias iniciadoras

A expressdo génica dos TLR que codificam recetores de superficie e intracelulares de

PAMP e NOD que também codificam sensores intracelulares de PAMP foi analisada.

As sequéncias iniciadoras (primers) 5’-3’ (forward) e 3’-5" (reverse) de NOD1, NOD2 e
TLR9 de murganho e de NOD1, NOD2, TLR4 e TLR9 de cdo foram desenhadas usando

o software primer-Blast (Ye et al, 2012).

Os primers utilizados para amplificar HPRT (Rodrigues et al., 2006), TLR2 (Sutmuller
et al., 2006), TLR4 (Huang et al., 2006) de murganho (Tabela 3.1) e, p-actina (Sauter
et al., 2005) e TLR2 (Ishii et al., 2006) para canideo (Tabela 3.2) ja se encontravam

descritos por diversos autores.
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Tabela 3.1. Primers forward e reverse para amplificacdo de genes de murganho. Genes-alvo, sequéncia dos primers,

tamanho do produto obtido em pares de bases (pb) e temperaturas de annealing.

Genes  Sequéncias forward (FW) e reverse (RV) Produto Temperatura
Alvo de amplificacdo de annealing
(pb) (°C)

HPRT FW-5GCT CGA GAT GTC ATG AAG GAG AT3’ 91 60,5
RV- 5°CCA GCA GGT CAG CAA AGA ACT3’

NOD1 FW-5TCAGCGTCAACCAGATCACC3® 84 54,5
RV-5’AACCCAGGAACGTCACGATC3’

NOD2 FW-5GTCAGCGCTCCTCAGGAAG3’ 77 56
RV- 5’ GGTACAGTTGGATGCCCTCT3’

TLR2 FW-5’AAC CTC AGA CAA AGC GTC AAATC3’ 65 64
RV-5°’ACC AAG ATC CAG AAG AGC CAA A3’

TLR4 FW-5CGCTTT CACCTCTGC CTT CAC TAC AG3’> 109 61,5
RV-5’ACA CTA CCA CAATAA CCT TCC GGC TC3’

TLR9 FW-5’ACTTCGTCCACCTGTCCAAC3’ 93 53

RV-5>TCATGTGGCAAGAGAAGTGC3’

Os primers (Stabvida, Portugal) foram otimizados por PCR convencional, para que
apenas 0 gene em causa fosse amplificado. A temperatura de annealing (Ta inicial foi
calculada atraves da subtracéo de 5°C a temperatura de melting (Tm) recomendada pelo
fornecedor. A Ta foi gradualmente aumentada em 0,5°C até obtencdo do produto de

amplificacdo pretendido

Para se corrigirem possiveis falhas na reacdo de transcricdo reversa, a quantificacdo da
expressao génica foi regulada por um gene de expressdo constitutiva (housekeeping
gene) que devera ser expresso ao mesmo nivel em diferentes tecidos e em diferentes
fases do desenvolvimento de um organismo. Como controlos enddgenos foram
utilizados os genes HPRT (hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase) para

murganho e S-actina para céo.
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Tabela 3.2. Primers forward e reverse para canideo. Genes-alvo, sequéncia dos primers, tamanho do produto obtido

em pares de bases (pb) e temperaturas de annealing.

Genes Sequéncias forward (FW) e reverse (RV) Produto de Temperatura
Alvo amplificacao de annealing
(pb) (°C)
p-actina  FW-5ACG GAG CGT GGC TAC AGC3’ 61 61
RV-5TCC TTG ATG TCA CGC ACG A3’
NOD1 FW-5’CTTGGCTGTCGGAGATTGGCT3’ 82 63
RV- 5°’ACCTGCTTACTGGGTCGGTGT3’
NOD2 FW-5"TGGCGTGGGAGCAGGGTTTC3’ 76 68,5
RV- 5°CGCTGGGAGGATGTGAAGATGG3’
TLR2 FW-5’AATCCCCCGTTCAAGTTGTG3’ 101 61
RV-5’ATGGTTTTGCGGCTCTTCTC3’
TLR4 FW- 5°CCCCACATCAACCGAGAAACTGGA3’ 86 64
RV- 5°GCAGTTTTGGGAAGTTGGAGAAGCA3’
TLR9 FW-5°’ACCACATCATCACCCTGGCACCT3’ 82 67

RV-5’"CGGCGACAGTTCCCACCCACY®

3.11.3.PCR convencional, purificacdo e clonagem do produto amplificado em

vetores plasmidicos

A amplificacdo do produto gerado pelos pares de primers foi realizada por PCR
convencional (tabelas 3.3 e 3.4). A mix foi preparada com 2 pL de 10x NH4 tampdo de
reacdo (Bioline, RU); 0,8 puL da solugdao de MgCl, 50 mM (Bioline); 0,5 pL da solugdo
de dNTPs 100 mM (Bioline); 0,2 pL de 20 pmol.uL* de primer forward e de primer
reverse; 0,2 uL de 5 U.uL? BIOTAQ da solugdo de DNA polimerase (Bioline,); 14,1
uL de dgua bidestilada e por Gltimo 2 uL. da amostra.
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Tabela 3.3. Condicdes de amplificacdo dos genes de murganho por PCR convencional. Foram realizados 30 ciclos
entre a desnaturacdo e a extensdo em todos os genes, excepto para a amplificacdo de TLR4 onde foram realizados 40
ciclos.

Gene HPRT NOD1 NOD2 TLR2 TLR4 TLR9
94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
_ 5min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Desnaturacao  ggoc 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
30s 30s 30s 30s 30s 30s
Annealing 60,5°C 54,5°C 56°C 64°C 61,5°C 53°C
15s 15s 15s 15s 15s 15s
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
. 30s 10s 10s 30s 30s 10s
Extensao 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min

Tabela 3.4.Condi¢des de amplificagdo dos genes caninos por PCR convencional. Realizaram-se 30 ciclos entre a
desnaturagdo e a extensédo para todos os genes.

Gene p-actina NOD1 NOD2 TLR2 TLR4 TLR9
94°C 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
~ 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min 5 min
Desnaturagao g o0 94°C 94°C 94°C 94°C 94°C
30s 30s 30s 30s 30s 30s
Annealing 61°C 63°C 68,5°C 61°C 64°C 67°C
15s 15s 15s 15s 15s 15s
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
Extensio 10s 15s 10 s. 15s 10s 10s
72°C 72°C 72°C 72°C 72°C 72°C
3 min 3 min 3 min 3 min 3 min 3 min

O produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v) (Sigma-
Aldrich) ao qual foi adicionado 6 pL de GelRed (0.1 pL.mL? de 10000x GelRed
Nucleic Acid Stainm Biotium, EUA) em tampdo TAE 1x (0,04M Tris-HCI pH 8,0;
0,02M acetato de sodio; 0,002M EDTA) durante cerca de 120 min a 80V. A presenca
do produto de PCR foi confirmada no gel através da visualizacdo da emissdao de
fluorescéncia do GelRed intercalado com o DNA, observado em transiluminador sob

luz ultravioleta .

48



3. Materiais e Métodos

Os produtos obtidos foram purificados utilizando-se um kit comercial, innuPREP
DOUBLEpure Kit (Analytik Jena AG, Alemanha) seguindo-se as instru¢bes do
fabricante. Resumidamente, depois da adicdo do tampdo de ligacdo, a amostra foi
colocada na coluna e centrifugada. Por fim, o produto purificado foi eluido em 20 uL de

tampéo de eluicéo e testado por eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v).

O produto purificado foi inserido num vetor plasmidico, pPGEM®-T Easy Vetor
(Promega, USA) que apresenta terminais T nas suas extremidades. A BIOTAQ DNA
polimerase utilizada tem atividade proofreading, ou seja, adiciona caudas poli A ao

produto amplificado, o que permite a sua ligagdo ao plasmideo.

Para cada reacéo de ligacdo foi utilizado 5 uL de 2x tampao de ligagdo, 1 uL da enzima
T4 ligase, 1 puL do vetor e a quantidade adequada de inserto (DNA purificado) num
volume final de 10 pL. As rea¢des foram incubadas durante 1 h a TA e a 4°C durante 8
h.

A quantidade de inserto utilizado na reacdo de ligacdo foi calculada através da seguinte

férmula;

[vetor (ng) x tamanho inserto 0,5 (kb) x propor¢io (inserto: vetor)]

. " _
inserto (ng) tamanho vetor (kb)

A proporgéo de inserto: vetor foi otimizada para 9:1; a quantidade de vetor foi de 50 ng
e o tamanho do vetor em kb era de 3,015.

O plasmidio foi utilizado na transformacao de bactérias competentes de E. coli JM 109
(Promega). Em tubos de 2 mL foram colocados 50 puL de células competentes e 2 puL da
suspensdo de plasmidio. A mistura foi incubada durante 30 min em gelo, submetida a
um choque térmico a 42°C durante 60 s e colocada novamente em gelo, 2 min. A cada
tubo de reagdo foram adicionados 500 puL de meio super optimal broth with catabolite
repression (SOC, Invitrogen, EUA), seguindo por uma incubacao a 37°C, com agitacao
a 250 rpm durante 3 h. Foi colocado 250 uL da cultura em placas contendo meio Luria-
Broth (LB, Sigma-Aldrich) com 1,5% (p/v) de agar (Sigma-Aldrich) suplementado com
100 ng.mL?* de ampicilina (Sigma-Aldrich), 80 pg.mL de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-f-D-galactopyranoside) (Sigma-Aldrich) e 0,5 mM de IPTG (sopropyl-beta-D-
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thiogalactopyranosid) (Sigma-Aldrich), para permitir a identificacdo dos recombinantes
através da diferenciacdo de coldnias brancas e azuis. As placas foram incubadas a 37°C
durante 18 h. As coldnias de cor branca [resultando da interrup¢édo da sequéncia do gene
que codifica a B-galactosidase (lacZ) devido a presenca do plasmideo recombinante com
o inserto clonado] foram repicadas e colocadas em 5 mL de meio LB suplementado com
100 ng.mL de ampicilina e incubadas a 37°C com agitaco a 250 rpm, durante 18 h.

O DNA plasmidico (DNAp) foi extraido usando-se o Kit innuPREP Plasmid Mini Kit
(Analytik Jena AG, Alemanha) de acordo com as instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente foi realizada a lise alcalina da suspensdo bacteriana e o sobrenadante
resultante foi centrifugado de modo a eliminar as impurezas. Estabeleceu-se a ligacao
do DNAp a coluna, seguido de lavagem e eluicdo. O DNAp foi analisado através de
PCR convencional e eletroforese em gel de agarose a 3% (p/v) (Fig. 3.5 e 3.6) de forma

a confirmar a presenca do inserto no plasmideo.

Marcador Branco NOD1 Branco NOD2 Marcador TRg

HPRT

oS F)TH L

oo

80 pb-

SOPBEE -
100 pb - S

20 pb

100 pb
80pb 80 o o -
0P eo o

40 pb P2 .

- C— - 20 pb 40pb SN

20 pb

Figura 3.5.Gel de agarose com produtos de PCR de DNA plasmidico dos genes de murganho. Gel de agarose 3 % do produto de
PCR dos genes HPRT (91 pb), NOD1 (84 pb), NOD2 (77 pb), TLR2 (85 pb), TLR4 (109 pb) e TLR9 (93 pb) ap6s clonagem em
pGEM®-T Easy Vector.
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Figura 3.6.Gel de agarose com produtos de PCR de DNA plasmidico dos genes de céo. Gel de agarose 3 % do produto de PCR dos
genes S-actina (61 pb), NOD1 (82 pb), NOD2 (76 pb), TLR2 (101 pb), TLR4 (86 pb) e TLR9 (82 pb) ap6s clonagem em pGEM®-T
Easy Vector.

3.11.4.PCR em tempo real e construcéo de curvas — padréo para quantificacdo
absoluta da expressao génica

Apos a quantificacio do DNAp recombinante (NanoDrop 1000 Spectrophotometer,
EUA) foram construidas curvas-padrao para cada gene. As curvas foram criadas através
de diluicBes seriadas de 1:5 do DNAp (250 pg.uLt a 0,016 pg.uL?t). A partir das
curvas-padrédo foi calculada a eficiéncia de amplificacdo (E=101/-DECLIVE — 1) para
cada gene. Foram considerados aceitaveis 0s ensaios com percentagens de eficiéncia

superiores a 90%.

O PCR em tempo real foi realizado num aparelho Applied Biosystems® 7500 fast
(Applied Biosystems, EUA) num volume total de 20 pL. contendo 2 pL de cDNA de
cada diluicdo do DNAp (padrdo) e de cada amostra, 300 nM dos primers forward e
reverse especificos de cada gene e 10 uL de SYBR Green (SYBR) PCR Master Mix
(Applied Biosystems) que contétm SYBR Green | Dye, DNA Polimerase AmpliTaq

Gold, dNTPs e tamp0es otimizados.
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Foram utilizadas as seguintes condic¢des de corrida: 5 min a 95°C para a desnaturacdo da
cadeia, 40 ciclos durante 30 s a 95°C e 30 s a Taespecifica, para cada gene (Tabelas 3.3
e 3.4), para hibridacdo e extensdo 90 ciclos de 10 s com uma temperatura inicial de
50°C e incrementos de 0,5°C por cada ciclo. A quantidade de DNA amplificado foi

calculado em comparagdo com as curvas-padrdo para cada gene.

O namero de copias foi calculado através da seguinte férmula:

9,1 X 101! x quantidade (pg)
3015 + tamanho do inserto (pb)

Numero de copias de gene =

Em que 9,1x10™ representa a quantidade de pares de bases de DNA existentes em 1 pg
de DNA e 3015 indica o tamanho em pb do plasmideo utilizado

Os resultados de cada amostra para cada gene foram divididos pelo nimero de copias de
HPRT no caso das células de murganho ou S-actina no caso de células provenientes de

cdo, para a mesma amostra, a fim de se normalizar os resultados.

3.12.Analise estatistica

Para todos 0s ensaios com células de murganho ou com a linha celular foram utilizados,
no minimo, triplicados de cada amostra de pelo menos trés experiéncias independentes.
Foram utilizadas células de dez cées e triplicados de cada amostra para cada ensaio. Nos
graficos de barras os resultados foram apresentados como médias e erros padrdo assim
como nas tabelas. Nos diagramas de caixa encontram-se representados o quartil

superior, a mediana e o quartil inferior e nas barras exteriores o intervalo entre quartis.

3.12.1.Murganhos
O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar:

e a producdo do ido Oz em culturas de neutrofilos (neutrofilos vs neutrofilos +L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis, neutrofilos -PMA vs

neutrdfilos -PMA+ L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis);
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os valores de absorvancia da atividade enziméatica de EN e CatG nos sobrenadantes
de neutrofilos (neutréfilos vs neutrofilos +L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou
L. guyanensis, neutrdfilos — LPS vs neutrofilos +L. infantum, L. amazonensis, L.
shawi ou L. guyanensis);

a producdo de nitritos em sobrenadantes de culturas de M® P388D1 (M® vs M®+L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.guyanensis);

a producdo de ureia nos sobrenadantes de M® P388D1 (M® vs M®-PMA; M® vs
M® + L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.guyanensis; M®-PMA vs M®+L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis);

0 numero de copias de cada gene por cada 1000 copias do gene de controlo interno
HPRT em neutréfilos (neutrofilos vs neutréfilos +L. infantum, L. amazonensis, L.
shawi ou L. guyanensis) e em M® P388D1 (M® vs M®+L. infantum L.

amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis);

3.12.2.Canideos

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar:

a producgédo do O2” em culturas de neutrdfilos (neutrdfilos vs neutrofilos +L. infantum,
neutréfilos -PMA vs neutréfilos -PMA+ L. infantum);

os valores de absorvancia da atividade enziméatica de EN e CatG nos sobrenadantes
de neutrofilos (neutrofilos vs neutréfilos +L. infantum);

a producdo de nitritos e nitratos em sobrenadantes de culturas de M® (M® vs M®+L.
infantum)

a producdo de ureia nos sobrenadantes de M® (M® vs Md+L.infantum; M®-PMA
vs M®+L. infantum);

0 numero de copias de cada gene por cada 1000 copias do gene de controlo interno
p-actinaem M® (M® vs M®+L.infantum, M®-LPS vs M®+L. infantum).

Consideraram-se estatisticamente significativos os valores de p inferiores a 0,05 (p

<0,05). A anélise estatistica foi realizada no Statistical Package for Social Sciences

(SPSS) 1.6 (Inc., EUA) e os gréaficos foram gerados com o Microsoft Excel 2010 e o
Graphpad Prism 5.0 (EUA).
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4.1.Modelo roedor

4.1.1.Neutréfilos e macrofagos-like P388D1 fagocitam promastigotas de L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis e promovem a sua diferenciacao

em amastigotas

Neutrofilos (Fig. 4.1) e M® P388D1 (Fig.4.2.) incubados com promastigotas de L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis durante 1,5, 3, 5, 18, 24 e 48 h
foram coradas com Giemsa e observadas ao MO. Foi observada a internalizagéo de
promastigotas por neutréfilos (Fig. 4.1.e) de L. infantum (Fig. 4.1.a), L. amazonensis
(Fig. 4.1.b), L. shawi (Fig. 4.1.c) ou L. guyanensis e a diferenciacdo em amastigotas,
ovoides e sem flagelo livre. Os parasitas intracelulares apresentaram aspeto normal,
com nucleo e cinetoplasma bem definidos, porém algumas formas revelaram alteragdes
morfoldgicas. Alguns promastigotas ndo fagocitados mantiveram a sua forma alongada
com flagelo livre na parte anterior e a integridade estrutural, enquanto outros

aparentaram aspeto irregular.

Apbs 1,5 h de incubacdo, L. guyanensis e L. shawi foram responsaveis pela maior
percentagem de infecdo de neutrofilos (11%) seguida de L. infantum (5%). A infecdo
por L. amazonensis revelou-se mais exigente tendo atingido 3,5%. A duplicagédo do
tempo de incubacdo (3h) induziu um ligeiro aumento nas taxas de infecdo de L.
guyanensis (13,3%) e L. infantum (7,7%). O aumento do tempo de incubacdo foi
benéfica para L. amazonenesis que quase duplicou a taxa de infecdo (6%) mas nédo teve

grandes consequéncias para L. shawi que infetou 10,5% de neutréfilos (Fig. 4.1.1).

A incubag¢do de M® com parasitas na propor¢ao de 1:3 permitiu observar ao longo do
tempo que as espécies mais infetantes foram L. amazonenesis (Fig. 4.2.b) (12%, 7%,
8% e 1%), L. infantum (Fig. 4.2.a) (5%, 5% e 1%), seguida por L. shawi (Fig. 4.2.c)
(2%, 1% e 2%) e L. guyanensis (Fig. 4.2.d) (1%, 3% e 3%) (Fig. 4.2.e). O aumento do
numero de parasitas por M® ndo se traduziu em aumentos importantes na percentagem

de células infetadas (Fig. 4.2.).
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Figura 4.1. Percentagem de infecdo de neutréfilos de murganhos BALB/c. Laminas de citospin de neutréfilos incubados com promastigotas de (a) L. infantum, (b) L. amazonensis, (c) L. shawi e (d) L.
guyanensis foram observadas por MO (ampliagcdo 1000x). Os promastigotas internalizados por neutréfilos adquiriram a forma amastigota (indicado por setas em a, b, c, d). Alguns parasitas ndo fagocitados
mantiveram a forma alongada tipica de promastigota (c). A percentagem de neutrdfilos contendo pelo menos um parasita intracelular foi calculada e no gréfico (f) encontram-se representadas as médias e erros-

padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes. Foram observadas por microscopia de fluorescéncia (ampliacdo 1000x) laminas de citospin de neutréfilos corados com DAPI (e). P assinala formas
promastigota morfologicamente normais.
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Figura 4.2.Percentagem de M®-like P388D1linfetados ao longo do tempo. Laminas de citospin de M® incubados com promastigotes de (a) L. infantum (LI), (b) L. amazonensis (LA), (c) L. shawi (LS) e (d) L.
guyanensis (LG). foram observadas por MO (ampliagdo 1000x). Os promastigotas internalizados por M® adquiriram a forma amastigota (indicados com setas em a, b, ¢ e d). A percentagem de M® com pelo

menos um parasita intracelular foi estimada e encontra-se representada nos graficos para uma proporcdo de infecdo 1 M®:3 parasitas (e) e para uma proporcdo de infecdo 1 M®d:5 parasitas (f).
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4.1.2. L. infantum, L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis induzem a producgéo do

ido superoxido por Neutrdfilos

A producéo de Oz por neutrofilos expostos durante 1,5 h as especies L. infantum, L.
amazonensis, L. shawi ou L.guyanensis foi quantificado de forma indireta através da
reducdo de NBT. Os cristais intracelulares de formazan foram também visualizados por
MO (Fig.4.3.a). Paralelamente, a producéo de O foi quantificada em neutrofilos e em

neutrofilos incubados com PMA.

Na presenca de PMA, um indutor da respiracdo oxidativa, os neutrofilos aumentaram
significativamente a producdo de Oz, quando comparado com neutrofilos (p=0,006),
constituindo o controlo positivo. Observaram-se diferengas significativas em neutrofilos

incubados com L. infantum (p=0,008), L. amazonensis (Fig. 4.3.b).

Quando comparadas entre si, verificaram-se aumentos significativos de Oz em
neutrofilos incubados com L. shawi (p=0,041) comparativamente a neutrofilos
incubados com L. infantum e em neutréfilos incubados com L. shawi (p=0,008) ou L.

guyanensis (p=0,029) em relacdo a neutrdfilos incubados com L. amazonensis.

Verificou-se uma diminuicdo significativa do O2" em neutrdfilos incubados com L.
amazonensis e estimulados com PMA quando comparado com neutréfilos estimulados
com PMA (p=0,041).

58



4. Resultados

1

w 03

0,25 - X
A

o
N

Produgao de O,-
(=]
=
o

| 01
0,05
0
C U LA s 16
S/ PMA C/PMA

Figura 4.3. Produgao de superdxido por neutréfilos expostos a diferentes espécies de Leishmania. Culturas de neutréfilos (controlo negativo, C — S/PMA), neutréfilos estimulados por PMA (controlo positivo,
C — C/PMA) e neutrdfilos infetados por L.infantum (LI), L. amazonensis (LA), L. shawi (LS) ou L. guyanensis (LG) com ou sem PMA foram incubados com NBT. Ap6s 1,5 h de incubacéo os cristais de
formazan formados pela reducdo de NBT, foram solubilizados e a absorvancia lida a 550 nm. Na imagem a, as setas indicam os cristais de formazan intracelulares gerados pela reducéo de O- observados ao
MO (ampliagdo de 1000x). Na imagem b, os resultados representam médias de producdo de Oe erros-padrao de trés experiéncias independentes e de trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico
Wilcoxon foi utilizado para comparar as amostras. * (p <0,05) indica diferengas estatisticas entre o C negtivo e as outras condigdes. ¢ (p <0,05) indica diferencgas estatisticas entre o C positivo e neutrdfilos
incubados com LA e estimulados com PMA. o (p <0,05) indica diferengas estatisticas entre neutréfilos incubados com L.infantum e neutréfilos incubados com L.shawi. o (p <0,05) indica diferencas estatisticas

entre neutréfilos incubados com LA e neutréfilos incubados com LS ou neutréfilos incubados com LG.
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4.1.3.L. infantum, L. amazonensis, L.shawi e L.guyanensis estimulam a exocitose de

EN e CatG por neutrdfilos.

Em sobrenadantes de co-culturas de neutrofilos - L. infantum, L. amazonensis, L. shawi
ou L. guyanensis incubadas durante 1,5 e 3 h foi quantificada a atividade de EN e CatG
imediatamente apos a adi¢do de substratos colorimétricos especificos para cada enzima

(0 min), 15 min e 30 min depois.

A exocitose de EN por neutrofilos estimulados com LPS (controlo positivo) foi sempre
superior a exocitose de EN por células ndo estimuladas (controlo negativo) tanto para a
1,5 h como para as 3 h de incubagéo, tendo sido obtidos valores estatisticamente
significativos para os 0 min (pys n= 0,028, pan= 0,018), 15 min (p15 h= 0,028, pan=
0,018) e 30 min (p1,5n= 0,027, pan= 0,018) (Fig. 4.4. a, b).

Foram observados aumentos significativos na exocitose de EN a 1,5 h de incubacéo por
neutrdfilos expostos a promastigotas de L. infantum (pzomin=0,027), L. amazonensis, L.
shawi e L. guyanensis (psomin=0,008) relativamente ao controlo negativo (Fig. 4.4.a).

Neutrofilos expostos durante 1,5 h a espécies cutaneas [L. amazonensis (p=0,008), L.
shawi (p=0,008) ou L. guyanensis (pomin=0,011, pismin= 0,015)] revelaram aumentos
significativos da exocitose de EN quando comparados com L. infantum. Porém, com o
aumento do tempo de exposicdo apenas neutréfilos expostos a promastigotes de L.
infantum (po e 30min=0,036) ou de L. amazonensis (po, 15 e 30min=0,017) apresentaram niveis
de exocitose de EN significativamente elevados em comparagdo com o controlo
negativo (Fig. 4.4.b). De facto, neutrofilos expostos a promastigotes de L. shawi durante
3 h mostraram diminuicéo significativa da exocitose de EN (pomin=0,015, ps min=0,038,

po min=0,008) relativamente aos niveis de exocitose determinados al1,5 h de incubacéo.

A exocitose de CatG por neutrofilos estimulados com LPS so foi superior a exocitose de
CatG em células ndo estimuladas (controlo negativo) as 3h, observando-se valores
estatisticamente significativos para os 0 min (p=0,028), 15 min (p=0,028) e 30 min
(p=0,027) (Fig. 4.4.ced)
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Aumentos significativo da exocitose de CatG foram observados em neutrofilos expostos
a L. infantum, L. amazonensis, L. shawi (p=0,008) ou L. guyanensis (pomin=0,008,
P15min=0,012 e p3omin=0,011) durante 1,5 h comparativamente ao controlo negativo (Fig.
4.4.c).

Quando comparamos a exocitose de CatG em neutrofilos incubados durante 1,5 h com
diferentes espécies de Leishmania verificaram-se aumentos significativos em
neutrofilos expostos a promastigotas de L. guyanensis (pomin=0,021) em comparacao
com L. shawi e em neutrofilos incubados com L. shawi (p1smin=0,028) ou L. guyanensis

(p15min=0,028 € p3omin=0,021) em comparacdo com L. amazonensis (Fig. 4.4.c).

Com o prolongamento do tempo de incubacéo foi observado o aumento significativo da
exocitose de CatG em neutrdfilos expostos a promastigotes de L. amazonensis
(Pomin=0,012, pP15min=0,025) ou L. shawi (po e 15min=0,012 e p3omin=0,035)

comparativamente aos controlos negativos (Fig. 4.4.d).
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Figura 4.4. Exocitose de Elastase neutréfilica (EN) e Catepsina G (CatG). A atividade enzimatica de EN (a, b) e CatG (c, d) foi quantificada em sobrenadantes de neutréfilos (controlo negativo), neutréfilos
incubados com L. infantum (LI), L. amazonenses (LA), L. shawi (LS) ou L.guyanensis (LG) e neutréfilos estimulados com LPS (controlo positivo) ap6s 1,5 (a, ¢) e 3 h (b, d) de incubacéo, através de uma
reacdo colorimétrica enzima-substrato. A reacéo foi lida imediatamente a seguir a adi¢do do substrato (~ 0 min) e depois de 15 e 30 min Os resultados sdo expressos por médias e erros—padrdo de pelo menos
trés experiéncias independentes e trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico Wilcoxon foi utilizado para comparar estatisticamente os valores de absorvancia dos sobrenadantes. * (p <0,05) indica
diferencas estatisticas entre 0 CN e as outras condigdes. o (p <0,005) indica diferengas estatisticas entre neutréfilos -L. infantum e as outras espécies de Leishmania (0 min e 15 min). o (p <0,005) indica

diferengas estatisticas entre neutrdfilos -L. amazonensis e L. shawi (15 min) ou L. guyanensis (15 min e 30 min). e (p <0,005) indica diferencas estatisticas entre neutrofilos -L. shawi e L. guyanensis (0 min).
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4.1.4.A expressdo genica dos recetores NOD-like e Toll-like ndo sofreu alteracdes

significativas em neutrofilos incubados com Leishmania spp.

A expressdo génica dos recetores celulares NOD1, NOD2, TLR2, TLR4 e TLR9 foi
quantificado por real time PCR em co-culturas de neutréfilos incubados com L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis durante 1,5 e 3 h e em células ndo
estimuladas (controlo negativo). Neutrofilos estimulados com PMA ou com fMLP

foram utilizados como controlos positivos.

Os agonistas ODN-D-SL01 e M-Tripar de TLR9, NOD1 e NOD2, respetivamente,
induziram expressao génica similar aos controlos negativos (Tabela 4.1) pelo que nédo

foram considerados controlos positivos.

Tabela 4.1. Nimero de cépias médio dos recetores NOD-like e Toll-like expresso por neutréfilos apés estimulagdo
com agonistas. A expressao génica foi quantificada por real-time PCR em neutrofilos estimulados com ODN, D-SL01
ou M-TriDAP durante 1, 5 e 3 h usando-se primers especificos para cada gene. Os resultados expressam a média do
numero de cdpias de cada gene por mil copias de controlo interno HPRT.

Tempo de incubagéo Gene N° de cépias médio
NOD1 258,1986583
15h NOD2 2856,262208
TLR9 154,6954613
NOD1 5,689283228
NOD2 17,27632768
TLR9 4,370221703

De um modo geral observou-se uma tendéncia para 0 aumento na expressao génica de
NOD1 e NOD2 em neutréfilos incubados com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou
L. guyanensis sem que se tenha verificado diferengas estatisticamente significativas
(Tabelas 4.1. e 4.2.).

Em neutrdfilos incubados com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis
durante 1,5 h observou-se uma tendéncia para a acumulacdo de mRNA de TLR2 e de

TLR4. Com o aumento do tempo de incubagédo (3 h) verificou-se uma diminuigéo no
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numero de copias destes genes em neutrofilos expostos a L. amazonenensis ou L.

guyanensis (Tabelas 4.2 e 4.3) sem que se tenham encontrado diferencas significativas.

Tabela 4.2. Expressdo génica de recetores NOD-like e Toll-like em neutréfilos incubados com espécies de

Leishmania do subgénero Leishmania. A expressdo génica foi quantificada por real-time PCR em neutro6filos

infetados com L. infantum ou L. amazonensis durante 1, 5 e 3 h de incubagdo tendo sido usados primers especificos

para cada gene. Os resultados expressam a média do nimero de cdpias de cada gene por mil copias de controlo

interno HPRT e erros-padréo de trés experiéncias independentes e de pelo menos trés réplicas por amostra.

Subgénero Tempo de Gene
Leishmania incubacéo
NOD1

NOD2

1,5h TLR2

TLR4

TLR9

L. infantum NOD1
NOD2

3h TLR2
TLR4

TLR9

NOD1

NOD2
TLR2
TLR4
TLR9

NOD1
NOD2
3h TLR2
TLR4
TLR9

15h

N° de copias

médio
369,43
5166,72
1599,45
633,32
1163,42
597,52
8048,79
1419,55
1425,93
1202,43
494,38

4009,35
282,87
710,58
844,72

579,79
2638,61
298,69
251,38
1114,74

Erro padréo

153,59

2455,09
918,14
586,98
265,73
103,11

1378,08
552,46
383,80
337,40
129,07

2069,82
104,62
251,78
231,40

180,50
1263,56
47,28
95,14
386,21
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Tabela 4.3.Expressdo de genes dos recetores NOD-like e Toll-like em neutréfilos incubados com espécies de
Leishmania do subgénero Viannia. A expressdo génica foi quantificada por real-time PCR em culturas de neutréfilos
infetados com L. shawi ou L.guyanensis apds 1,5 e 3 h de incubacéo tendo sido usados -se primers especificos para
cada gene. Os resultados expressam a média do nimero de c6pias de cada gene por mil copias de controlo interno
HPRT e erros-padrao de trés experiéncias independentes e de pelo menos trés réplicas por amostra.

Subgénero Tempo de Gene N° de copias Erro padréo
Viannia incubacéo médias
NOD1 714,09 51,28
15h NOD2 4646,77 1160,58
TLR2 494,10 26,00
TLR4 499,22 103,17
TLR9 1647,21 91,78
L. shawi NOD1 568,32 186,40
NOD2 19646,81 4788,45
3h TLR2 1944,08 631,24
TLR4 2056,53 798,21
TLR9 1410,37 452,56
NOD1 372,33 143,15
NOD2 4979,31 1055,12
15h TLR2 231274 433,55
TLR4 990,62 245,19
L. guyanensis TLR9 847,21 288,81
NOD1 994,00 322,79
NOD2 670,72 377,26
3h TLR2 128,08 48,93
TLR4 80,51 45,63
TLR9 2913,83 409,30
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4.1.5.Formacdo de NET por neutréfilos de murganho apds contato com L.

infantum, L. amazonensis ou L. guyanensis

A formacgdo de NET foi avaliada por MEV em neutréfilos isolados de murganho e

incubados durante 1,5 e 3 h com L. infantum, L. amazonensis ou L. guyanensis.

Através da observacdo de fotografias de MEV podemos verificar que tanto a espécie
visceral como as espécies cutaneas de Leishmania induziram a formacdo de NET em
neutrofilos (Fig. 4.5). Visualizam-se promastigotas em contato com as fibras libertadas
pelos neutrdfilos (Fig. 4.5.b, c, d, €), sugerindo a ocorréncia de forte interacdo NET-
parasita.

Figura 4.5.Formacgdo de NET por neutréfilos de murganho. Neutréfilos (a); conjunto de neutrdfilos formando NET e interagindo
com promastigotas de L. infantum (b), pormenor da interagéo entre neutré6filos formador de NET e promastigotas de L. infantum (c),
pormenor da ligagdo de promastigotas de L. infantum as fibras da NET (d), conjunto de neutréfilos formando NET e interagindo
com promastigotas de L. amazonensis (e) e interacdo de promastigotes de L. guyanensis com neutréfilos e NET (f). Fotografias de

microscopia de varrimento com ampliagdes de 2000, 3500 e 5000x.

Fez-se uma contagem de neutréfilos que formaram NET, através da visualizacdo das
fotografias de microscopia. Contaram-se 11 neutréfilos formando NET em contato com
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L. infantum. A contagem de neutrofilos associados a NET nas espécies cutaneas parece
ser maior, na medida em que 35 neutréfilos em contato com L. amazonensis e 22
neutréfilos em contato com L. guyanensis deram origem a NET. Provavelmente, as
espécies cutaneas em contato com neutrofilos induzem mais facilmente a producéo de
NET.

4.1.6.Inibicdo da producdo de O6xido nitrico em macréfagos-like P388D1 na

presenca de L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis

Os sobrenadantes de M® incubados com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.
guyanensis na proporcdo de 1 M®:3 parasitas ou de 1 M®:5 parasitas durante 5, 18 e
24 h foram utilizados para analisar a producdo de NO. A quantificagdo do ido nitrito,

resultante da metabolizacdo do NO foi efetuada através do método de Griess.

Os resultados obtidos mostraram que Leishmania inibe a producéo de NO. A incubacgéo
de M® durante 5 h com L. infantum (p1:5 =0,038) e durante 18 h (p1:31:5 =0,008) causou
reducdo significativa na producdo de NO quando comparados com o controlo negativo
(M® nio infetados, CN) (Fig. 4.6.a).

M® expostos a promastigotas de L. amazonensis nas propor¢oes de 1:3 (p=0,021) e 1.5
e durante 5 h e 18 h também apresentaram diminuicdo significativa (p=0,008) da
producdo de NO. Apos 24 h de incubacdo com L. amazonensis na proporcdo de 1:3

(p=0,008) verificou-se igualmente inibicdo significativa da producdo de NO (Fig. 4.6.b).

A incubacdo de M® com L. shawi durante 5 h nas proporcoes de 1:3 e 1:5 e durante 18
h na proporcao 1:3 causou reducao significativa (p=0,008) na producdo de NO (Fig. 4.6.
c). L. guyanensis (1:3) causou igualmente inibigdo da produgdo de NO apos 5 h de
incubacéo (p=0,008) (Fig. 4.6. d).

A producéo de NO por M® parasitados diminuiu ao longo do periodo de incubagdo. A
reducdo da producdo de NO é significativa entre as 5 h e 18 h (p=0,008). De forma
idéntica, as células incubadas com L. infantum nas proporcdes de 1:3 e 1:5 também

revelaram menor producgdo de NO as 18 h e 24h comparativamente com as 5 h de
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incubacdo (p=0,008) (Fig. 4.6.a). M® incubados com L. amazonensis evidenciaram
igualmente menor producdo de NO as 18 h (p=0,008) e 24 h (p1:3=0,008, p1:5= 0,011)
comparativamente com a producgdo as 5 h de incubagdo (Fig. 3.6.b). Na presenca de L.
shawi (1:3) também se verificou menor produgdo de NO as 18 h (p=0,008) e 24 h
(p=0,015) comparativamente com a producdo determinada as 5 h de incubacgdo (Fig.
4.6.c). Células incubadas com L. guyanensis (1:5) revelaram menor producdo de NO as
18 h (p=0,021) relativamente as 5 h (Fig. 4.6.d).

A producdo de NO por M® incubados com diferentes espécies de Leishmania foi
comparada. Verificou-se que a producdo de NO por co-culturas M®-L. infantum
incubadas durante 5 h foi significativamente superior a M®-L. amazonensis
(p1:3=0,038; p1:5=0,011), L. shawi (p=0,008) e L. guyanensis (p=0,008) na propor¢édo de
1:3 e 1:5. Observou-se um aumento significativo em M®-L. amazonensis em relacao a
células incubadas com L. shawi (p=0,008) na proporcéo de 1:3 e 1:5 e de L. guyanensis
(p=0,008) na propor¢do de 1.3. Ainda as 5 h de incubacdo observaram-se diferengas
estatisticamente significativas, sendo a producdo de NO superior em M®-L. shawi
comparativamente a células incubadas com L. guyanensis na propor¢do de 1:3
(p=0,015).
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Figura 4.6. Niveis de produgdo de NO por macréfagos-like P388D1 infetados. A producédo de NO foi quantificada em sobrenadantes de célula macrofagicas incubadas com L. infantum (a), L. amazonensis (b),
L. shawi (c) ou L. guyanensis (d) durante 5, 18 , e 24 h. A quantificacdo do ido nitrito, resultante da metabolizacdo de NO foi efetuada através do método de Griess. Os resultados expressam médias e erros
padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes e trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico Wilcoxon foi utilizado para comparar os valores de absorvancia dos sobrenadantes. * (p <0,05) indica

diferengas significativas entre M® néo infetados (controlo negativo — CN) e as outras condigdes. ® (p <0,05) indica diferencas significativas entre as 5 e as 18 h. A (p <0,05) indica diferengas significativas
entre as 5 e as 24 h.
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4.1.7.Aumento da producédo de ureia por macrofagos-like P388D1 infetados com L.

infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis

Os sobrenadantes de M® P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi
ou L. guyanensis foram utilizados para quantificar a producdo de ureia. A producéo de
ureia por Md estimulados com PMA foi sempre superior a producdo de ureia por
celulas ndo estimuladas, embora apenas tenham sido obtidos valores significativamente
superiores as 24 h de incubagdo (p=0,043). M® nao infetados foram utilizados como

controlo negativo.

A producdo de ureia por M® incubados com L. infantum superou a producédo do
controlo negativo, tendo sido obtidos aumentos significativos em sobrenandantes de
culturas com uma proporcao de parasitas de 1:3 as 18 (p=0,043) e 24 h (p=0,046) de
incubacio quando comparadas com os controlos negativos. As 18 h a producéo de ureia
foi significativamente maior do que a observada as 5h (p=0,011). Porém, as 24 h de
incubacdo a producdo de ureia diminuiu, mantendo-se no entanto superior quando

comparada com a producdo obtida as 5 h de incubacéo (p=0,008) (Fig. 4.7.a).

A presenca de L. amazonensis estimulou a producdo de ureia por M®. Quando
comparados com o0s controlos negativos, os sobrenadantes das culturas incubadas
durante 18 h e em que se utilizou uma proporcdo de parasitas de 1:5 revelaram um
aumento significativo de ureia (p=0,043). A producdo de ureia apresentou variagoes
com o tempo de incubacdo. Porém, a producdo aumentada de ureia foi detetada as 18 h
(p=0,038) e as 48 h (p=0,008) comparativamente com a producao verificada as 5 h na
propor¢do de M®:parasita de 1:5. Entre as 24 h e as 48 h ocorreu também um
significativo aumento da producgéo de ureia (p=0,008) (Fig. 4.7.b).

A produgado de ureia em M® incubados com L. shawi ou L. guyanensis foi superior aos
controlos negativos, embora ndo se tenham observado diferencas estatisticas, exceto
para L. shawi na proporcdo de 1:3 as 5 h (p=0,008). Aumentos significativos na
producéo de ureia (p=0,028) foram observados as 48 h em comparacdo com as 5, 18 e
24 h de incubag¢do de M® com L. guyanensis na propor¢do de 1:3, indicando que o

incremento do periodo de contato M®d-parasita estimula a produgdo de ureia (Fig.
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4.7.c). Também foi observado um aumento na producao de ureia as 18 h (p=0,008) e 48
h (p=0,028) por M® incubados com L. shawi na proporcao de 1:5 relativamente as 5 h,
indicando um aumento da producgéo de ureia com o incremento do periodo de incubagéo
(Fig. 4.7.d).

Quando a produgdo de ureia foi comparada entre M® incubados durante 5 h com
diferentes espécies de Leishmania, verificou-se um aumento da producgdo de ureia na
presenca de L. shawi (p1:3=0,021) e de L. guyanensis (p1:3=0,011) em compara¢do com
L. infantum. A exposi¢do de M® a L. amazonensis durante 18 h resultou numa maior
producdo de ureia (p1:5=0,008) em comparacdo com L. infantum. L. amazonensis
também induziu M® a produzirem maior quantidade de ureia (p1:5=0,015) do que L.
guyanensis. Porém, as 48 h de incubacéo a situacdo inverteu-se e L. guyanensis passou a

produzir maior quantidade de ureia (p1:3=0,028).
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Figura 4.7.Producdo de ureia por macrofagos-like P388D1. A produgéo de ureia foi quantificada em culturas de M® néo infetados (controlo negativo, CN), M® estimulados com PMA (controlo positivo, CP)

€ M® incubados com L. infantum (a), L. amazonensis (b), L. shawi (c) ou L. guyanensis (d) ap6s 5, 18, 24 e 48 h de incubagdo. Os resultados encontram-se expressos por médias e erro-padrédo dos valores de

absorvancia de trés experiéncias independentes e de triplicados por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica diferencas estatisticas

entre CN e as outras condigdes. ® ¢ A (p <0,05) indicam diferengas estatisticas entre os diversos tempos quando comparado com as 5h na propor¢do M®: parasita de 1:3 e de 1.5, respetivamente.
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4.1.8.L. infantum, L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis causam altera¢éo na

expressdo genica dos recetores NOD e Toll em macrofagos-like P388D1

A expressao génica dos recetores celulares NOD1, NOD2, TLR2, TLR4 e TLR9 foi
quantificado por real time PCR em M® ndo infetados (controlo) e em M® expostos a L.
infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis durante 5, 18, 24 e 48 h. Entre as 5
e as 48h de incuba¢do os M® ndo infetados apresentaram niveis reduzidos de
acumulacdo de mRNA de NOD1 (1200 cépias por 1000 cépias de HPRT), NOD2 (4500
copias por 1000 copias de HPRT) e TLR9 (300 copias por 1000 copias de HPRT).
Porém, os valores TLR2 (30000 cdpias por 1000 cdpias de HPRT) e TLR4 (8x10%°

copias por 1000 copias de HPRT) revelaram-se mais elevados.

M®-L. amazonensis (pisn=0,028), M®-L. shawi (pisn=0,046, p24n=0,043) ¢ M®-L.
guyanensis (p24n=0,043) na proporcdo de 1 M®:3 parasitas apresentaram acumulacéo
significativa de mRNA de NOD1 comparativamente ao controlo (Fig. 4.8.a, ¢). Na
proporcdo de IM®:5 parasitas, verificou-se aumento significativo do nimero de cdpias
de NOD1 em M®-L. shawi (psn=0,028 e p24n=0,046) MD-L. amazonensis (pis e
24h=0,028) M®-L. infantum (p22n=0,028) e em M®-L. guyanensis (psgn=0,046) quando
comparado com o controlo (Fig. 4.8.b, d).
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Figura 4.8. Expressao génica de NOD1 em macré6fagos-like P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis (a, b), L. shawi ou L. guyanensis (c, d). O nimero de cdpias de NOD1 por mil cépias de
controlo interno HPRT foi determinado por real-time PCR nas propor¢des de 1 M®:3 parasitas (a, ¢) ou 1 M®:5 parasitas (b, d), apds 5, 18, 24 e 48 h de incubagdo usando-se primers especificos para cada
gene. Os resultados encontram-se expressos por médias e erros-padrao de trés experiéncias independentes e de pelo menos trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para

comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica diferencas estatisticas entre CN e as outras condicdes.
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Aumento significativo da expressao génica de NOD2 foi observado em M® incubados
com L. shawi durante 5 h (p=0,043), L. guyanensis durante 18 h (p=0,028) na proporc¢édo
de 1:3 comparativamente ao controlo (Fig. 4.9.c). Porém, em M®-L. infantum
(P22r=0,028) e em M®-L. amazonensis (p2sr=0,046) ocorreu uma reducao significativa
na expressdo de NOD2 (Fig. 4.9.a). Na proporcdo de 1M®:5 parasitas verificou-se um
aumento no numero de copias de NOD2 em M®-L. guyanensis (p1sn=0,028) (Fig. 4.9.d)
¢ diminuigdo em M®-L. infantum (psh =0,043) (Fig. 4.9.b)
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Figura 4.9. Expressdo génica de NOD2 em macré6fagos-like P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis (a, b), L. shawi ou
L. guyanensis (c, d). O nimero de copias de NOD2 por mil cdpias de controlo interno HPRT foi determinado por real-time PCR nas

proporgdes de 1 M®:3 parasitas (a, ¢) ou 1 M®:5 parasitas (b, d), apés 5, 18, 24 e 48 h de incubagdo usando-se primers especificos
para cada gene. Os resultados encontram-se expressos por médias e erros-padrao de trés experiéncias independentes e de pelo menos
trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica

diferencas estatisticas entre CN e as outras condigdes.

Na propor¢ao de 1 M®:3 parasitas aumento significativo na expressdo génica de TLR2

foi observado em M®-L. guyanensis (ps »=0,046) comparativamente ao controlo (Fig.
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4.10.c). O aumento da propor¢ao M®:parasitas causou uma acumulacao significativa de
MRNA de TLR2 em M®-L. infantum incubados durante 5 h e 18 h (p=0,028) e em M®-
L. amazonensis incubados durante 5 h (p=0,046) (Fig. 4.10.b).
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Figura4.10.Expressédo génica de TLR2 em macro6fagos-like P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis (a, b), L. shawi ou
L. guyanensis (c, d). O nimero de cdpias de TLR2 por mil cdpias de controlo interno HPRT foi determinado por real-time PCR nas
proporgdes de 1M®d:3 parasitas (a, ¢) ou 1 M®:5 parasitas (b, d), ap6s 5, 18, 24 e 48 h de incubacéo usando-se primers especificos
para cada gene. Os resultados sdo expressos por médias e erros-padrao de trés experiéncias independentes e de pelo menos trés
réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica

diferengas estatisticas entre CN e as outras condigdes.

Na propor¢do de 1M®:5 parasitas verificou-se uma diminuigdo significativa na
expressao genica de TLR4 em M®-L. amazonensis (psh=0,028) (Fig. 4.11.b) ¢ em M®-
L. guyanensis (psen=0,028) comparativamente ao controlo (Fig. 4.11.d).
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Figura 4.11.Expressédo génica de TLR4 em macréfagos-like P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis (a, b), L. shawi ou
L. guyanensis (c, d). O nimero de cdpias de TLR4 por mil cépias de controlo interno HPRT foi determinado por real-time PCR nas
proporgdes de 1 M®:3 parasitas (a, ¢) ou 1: M® 5 parasitas (b, d), ap6s 5, 18, 24 e 48 h de incubagédo usando-se primers especificos
para cada gene. Os resultados encontram-se expressos por médias e erros-padrao de trés experiéncias independentes e de pelo menos
trés réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica

diferencas estatisticas entre CN e as outras condigdes.

Na propor¢ao de 1 M®:3 parasitas e apos 5 h de incubacdo observou-se diminui¢éo
significativa da acumulacdo do mRNA de TLR9 em M® - L. guyanensis (p=0,028)
comparativamente ao controlo. Porém, apés 18 h de incubacdo, verificou-se aumento
significativo do niimero de copias em M®-L. amazonensis e em M®-L. guyanensis
(p=0,043). As 24 h, M®-L. infantum (p=0,043) ¢ M®-L. amazonensis (p=0,043)
também revelaram um aumento significativo na expressdo deste gene (Fig. 4.12.a, c).
Na proporgdo de 1 M®:5 parasitas ¢ ap0s 18 h de incubacéo foi observado um aumento
significativo da expressdo de TLR9 em M®-L. amzonensis (p=0,043) (Fig. 4.12,b).
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Figura 4.12.Expressédo génica de TLR9 em macr6fagos-like P388D1 incubados com L. infantum, L. amazonensis (a, b), L. shawi ou

L. guyanensis (c, d). O ndmero de cdpias de TLR9 por mil copias de controlo interno HPRT foi determinado por real-time PCR nas

proporgoes de 1M®:3 parasitas (a, ¢) ou 1IM®:5 parasitas (b, d), apés 5, 18, 24 e 48 h de incubagao usando-se primers especificos

para cada gene. Os resultados sdo expressos por médias e erros-padrdo de trés experiéncias independentes e de pelo menos trés

réplicas por amostra. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar variaveis dependentes. * (p <0,05) indica

diferengas estatisticas entre CN e as outras condigdes.
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4.2.Canideos

4.2.1.Neutréfilos e macréfagos fagocitam promastigotas de L. infantum e

promovem a sua diferencia¢éo em amastigotas

Laminas de citospins de neutrofilos (Fig. 4.13.a) e de M® diferenciados a partir de
monocitos isolados do sangue periférico e incubados com promastigotes de L. infantum
durante 1,5 e 3 h foram coradas com Giemsa e observadas ao MO. Foram observados
parasitas internalizados por neutrofilos e M®. Os parasitas intracelulares encontraram-
se diferenciados em amastigotas, com forma ovoide e sem flagelo livre (Fig 4.13. b).
Alguns parasitas intracelulares apresentaram morfologia normal, com nucleo e
cinetoplasta bem definidos, enquanto outros revelaram altera¢des morfoldgicas. Alguns
promastigotas ndo fagocitados mantiveram a forma alongada com flagelo livre na parte
anterior e a integridade estrutural (Fig 4.12.b), enquanto outros aparentaram morfologia

irregular.

A microscopia de fluorescéncia permitiu quantificar a infecdo de neutrofilos (Fig.
4.13.c) e de M® (4.14.a) causada por promastigotas que expressam GFP e observar
amastigotas intracelulares. Apés 1,5 h de incubacdo com promastigotas-GFP de
L.infantum a taxa de infe¢cdo em neutréfilos foi de 4%, tendo aumentado para 11% com
a duplicacdo do tempo de incubacdo (3 h) (Fig. 4.13.D). Nos M®, a infe¢do mostrou-se
aumentada comparativamente a neutréfilos. Ap6s 1,5 h de incubacédo a taxa de infecdo
foi de 5,4% enquanto as 3 h aumentou para 13% (Fig. 4.13.B).
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Figura 4.13 Percentagem de infecdo de neutréfilos exposto a promastigotes de L. infantum. Laminas de citospin de neutrdfilos (ndo
infetados) (a) e neutrdfilos incubados com promastigotas durante 3 h, coradas com Giemsa (b) foram observadas por MO
(ampliagdo 1000x). Laminas de citospin de neutrdfilos incubados com promastigotes-GFP durante 3 h e coradas com DAPI foram
observadas por microscopia de fluorescéncia (ampliagdo 1000x) (d). Os promastigotas foram fagocitados pelos neutréfilos,
transformando-se na forma amastigota (b, d). Alguns parasitas ndo fagocitados mantiveram a sua forma alongada caracteristica de
promastigotas (b, d). A percentagem de neutréfilos contendo pelo menos um parasita intracelular foi calculada (e) e os resultados
encontram-se representadas por médias e erros-padrdo de 10 cées. As setas indicam as formas amastigotas intracelulares. Nas
imagens de fluorescéncia os nlcleos dos neutréfilos e de Leishmania encontram-se a azul (c) e os parasitas extra e intracelulares a
verde (d).
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Figura 4.14.Percentagem de M® infetados com L.infantum-GFP. Laminas de citospin de M® incubados com promastigotes-GFP

corados com DAPI foram observadas por microscopia de fluorescéncia (ampliagdo 1000%). Na imagem de fluorescéncia (a) o
nucleo do M® encontra-se a azul e os parasitas intracelulares a verde. A percentagem de M® contendo pelo menos um parasita

intracelular foi calculada as 1,5 e 3 h de incubagéo (b). No grafico encontram-se representadas as médias de 10 cées.

4.2.2. L. infantum induz a producao do ido superdxido em neutrofilos caninos

Apbs 1,5 e 3 h de incubacdo de neutrofilos ndo infetados (controlo negativo), de
neutrofilos expostos a promastigotas de L. infantum e de neutréfilos estimulados por
PMA (controlo positivo) a producdo de O2 foi quantificada indiretamente pela reducéo
de NBT pelos neutrdfilos (Fig. 4.15.c).

A adicdo de PMA a neutrofilos caninos conduziu a um aumento significativo da
produ¢do de Oz (p<0,000) quando comparado com o controlo negativo,
independentemente do tempo de incubacdo (1,5 h ou 3 h). neutrofilos incubados com L.
infantum na presenca (p=0,013) ou auséncia de PMA (p<0,000) produziram
significativamente mais Oz do que os controlos negativos em ambos os tempos
analisados. neutrdfilos incubados com L. infantum e estimulados com PMA também
produziram mais Oz (p<0,000) as 1,5 h (Fig. 4.15.a) e 3 h (Fig. 4.15.b) do que os

controlos positivos.
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Figura 4.15. Producéo de superdxido por neutréfilos incubados com L. infantum. Culturas de neutréfilos ndo infetados (CN,
neutréfilos), neutréfilos estimulados com PMA (CP, neutréfilos -PMA), neutréfilos incubados com L. infantum (neutréfilos +L) e
neutréfilos incubados com L. infantum e estimulados com PMA (neutréfilos +L-PMA) foram incubadas durante 1,5 h (a) e 3 h (b)
em HBSS com NBT. As particulas intracelulares de formazan foram observadas por MO (1000x) (c). Os cristais de formazan foram
solubilizados e a absorvancia lida a 550 nm. O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar todos os parametros.*
(p <0,05) indica diferengas estatisticas entre neutrofilos e as outras condices.

4.2.3. L. infantum induz o0 aumento da exocitose de EN em neutroéfilos caninos

A atividade de EN e CatG foi determinada espectrofotometricamente em sobrenadantes
de culturas de neutrofilos expostas a promastigotes de L. infantum durante 1,5 e 3 h, em

neutrofilos ndo infetados (controlo negativo) e em neutrofilos estimulados com LPS.

neutrofilos estimulados com LPS revelaram maior exocitose de EN quando comparado

com os controlos negativos. Porém, as diferencas s6 foram significativas as 1,5h de
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incubacdo (pomin=0,012, p1s5min=0,012 e p30min=0,025) pelo que sO neste caso foi

considerado como controlo positivo.

Verificaram-se diferencas estatisticamente significativas na exocitose de EN 4 1,5 h e as
3 h (0 min, 15 min e 30 min de contato com o substrato) em neutréfilos incubados com
L. infantum (p<0,000) comparativamente aos controlos negativos (Fig. 4.15.a e b).
Quando comparamos a atividade de EN nos sobrenadantes de neutréfilos -L.infantum
nos dois tempos de incubacdo verificou-se uma diminui¢do acentuada da exocitose de
ENas 1,5 h (pomin = 0,025).

A exposicao de neutrofilos a promastigotas de L. infantum ndo conduziu a aumentos
significativos da exocitose da CatG independentemente do tempo de incubagédo ou da
adicéo de LPS (Fig. 4.15.c, d)
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Figura 4.16. Exocitose de elastase neutrdfilica (EN) e catepsina G (CatG) por neutréfilos (Neut) caninos expostos a promastigotes
de L. infantum. A atividade enziméatica de EN e CatG foi quantificada em sobrenadantes de neutrdfilos ndo infetados (CN),
neutréfilos incubados com L. infantum e neutrdfilos ativados por LPS ap6s 1,5 h e 3 h de incubaco, através de uma reacéo
colorimétrica enzima-substrato. A atividade enzimética de EN e CatG foi determinada utilizando-se péptidos especificos que séo
clivados pelas respetivas enzimas. A quantificacdo da reagdo foi lida imediatamente a seguir a adicdo do substrato (~ 0 min) e
depois de 15 e 30 min. Os resultados encontram-se expressos em médias e erros—padrdo de pelo menos trés experiéncias
independentes e triplicados por amostra. O teste ndo paramétrico Wilcoxon foi utilizado para comparar estatisticamente os valores
de absorvancia dos sobrenadantes. * (p <0,005) indica diferencas estatisticas entre o controlo negativo (neutréfilos) e as outras

condigdes.
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4.2.4. Formacdo de NET por neutréfilos caninos apos contato com L. infantum

A formacéo de NET foi avaliada por MEV em neutréfilos caninos e incubados com
promastigotas de L. infantum durante 1,5h e 3 h.

neutrofilos caninos (Fig. 4.16.a) expostos a promastigotes de L. infantum (Fig.4.16.b)
formaram NET, observando-se a interacdo do parasita com as fibras libertadas pelos
neutrofilos (Fig. 4.16.c).

X10,000 48565 2 Sk XS.000

Figura 4.17.Formacdo de NET por neutréfilos caninos expostos a promastigotas de L.infantum. neutréfilos (a) foram incubados
durante 1,5 h com promastigotas (b). Visualiza-se neutréfilos formando NET e interagindo com promastigotas de L. infantum (c, d).
Pormenor da interacdo de promastigotas de L. infantum com as fibras da NET (d). Fotografias de microscopia de varrimento com
ampliagBes de 10000, 7500, 5000 e 3500x.
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4.2.5. L. infantum ndo induz a producao de 6xido nitrico por macréfagos caninos

A producdo de NO foi analisada em co-culturas de M® incubados com L. infantum
durante 1,5 h e 3 h. M® nao infetados foram utilizados como controlo. A quantificacdo

de iGes NOz e NO>" foi efetuada através da adaptacdo do método de Griess.

As 1,5 h observou-se um ligeiro aumento na producdo de NO em M® infetados em
comparacdo com o controlo. Em contraste, as 3 h ocorreu um ligeiro decréscimo da
producdo de NO (Fig. 4.18). Porém, estas alteraces ndo se revelaram estatisticamente

significativas.

140 -
120 -
=
=100 -
w
S
,E 80 -
=
% 60 -
[=]
=
£ 40 -
Z
20 -
0 =
C MO+LI
m15h m3h

Figura 4.18. Produgdo de NO pela via classica de ativagdo de M® caninos. A libertagdo de ides NO,” e NO;™ foi quantificada pelo

kit Nitrite/Nitrate colorimetric assay em sobrenadantes de culturas de M® nio infetados e de M® incubados com L. infantum.
Os resultados encontram-se representados por médias e erros-padréo de 10 c&es e triplicados por amostra. O teste ndo paramétrico
Wilcoxon foi usado para comparar a concentracdo de NO em M® nas diferentes condi¢des. C (controlo, M® ndo infectados);
M®+LI (M® incubados com L. infantum).
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4.2.6. Aumento da producéo de ureia por macrdéfagos infetados por L.infantum

A concentracdo de ureia produzida por M® néo infetados (controlo negativo), M®
estimulados com PMA (controlo positivo) e M® incubados com L. infantum, durante
1,5 e 3 h foi determinada pelo método de QuantiChromTM Urea Assay Kit.

O controlo positivo apresentou aumento significativo da producdo de ureia as 1,5 h
(p=0,008) em comparacao com o controlo negativo, porém com o aumento do periodo

de incubacdo esta diferenca deixou de se verificar.

M® incubados com L. infantum durante 1,5 h apresentaram elevada producéo de ureia
qguando comparado com o controlo negativo (p=0,043). No entanto, com 0 aumento do

periodo de incubacdo (3 h) verificou-se uma reducdo na producéo de ureia (Fig. 4.19.).

[Ureia]l mg/dL
=y
.—‘

CN CP M®+ Li

m15h 3h

Figura 4.19.Producéo de ureia pela via alternativa de macréfagos caninos. A produgéo de ureia foi quantificada em sobrenadantes
de M® ndo infetados (CN, controlo negativo), M® estimulados com PMA (CP, controlo positivo) e em M® incubados com L.
infantum (M® + LI). Os resultados encontram-se representados por médias e erros-padrdo de 10 cées e triplicados por amostra. O
teste ndo paramétrico Wilcoxon foi usado para comparar a concentragio de ureia em M® nas diferentes condicdes. * (p <0,05)

indica diferencas significativas entre o CN e as outras condigdes.
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4.2.7.L. infantum induz aumento da expressdo génica de TLR2 por macréfagos
caninos

A acumulacdo de mRNA dos recetores celulares NOD1, NOD2, TLR2, TLR 4 e TLR9
foi quantificado por real time PCR em M® incubados com promastigotas de L.
infantum, M® nio infetados (controlo negativo) e M® incubados com fMLP ou PMA
(controlo positivo) durante 1,5 h e 3 h. Nos casos de NOD1, NOD2 e TLR9 os
compostos utilizados como agonistas ndo induziram o aumento da expressdo génica
pelo que nédo foram considerados.

M® parasitados apresentaram um ligeiro aumento da expressdo dos genes NOD1,
NOD2 e TLR9 comparativamente ao controlo negativo nos dois tempos de incubacéo,
porém nao significativas. Apos 1,5 h de incubagdo, os M® infetados apresentaram um
ténue aumento da acumulacdo de mMRNA de TLR4 seguido por diminuigdo as 3 h sem
que mais uma vez se verificassem diferencas significativas (Tabela 4.4.). Apenas se
verificou um aumento significativo (p15n=0,037) no ndmero de cépias de TLR2 em

comparagdo com o controlo negativo (Fig. 4.20.)

Tabela 4.4.Expressdo de genes da familia de recetores NOD-like e Toll-like em M® caninos incubados com L.
infantum. O ndmero de copias de NOD1, NOD2, TLR4 e TLR9 por mil copias de controlo interno S-actina foi
quantificado por real-time PCR em M® ap6s 1,5 h e 3 h de incubacgdo usando primers especificos para cada gene. Os

resultados encontram-se expressos por médias e erros-padrdo de 10 cées de trés réplicas por amostra

Subgénero Tempo de Gene N° de copias Erro padréo
Leishmania incubacdo médias
NOD1 216,56 81,14
NOD2 56,14 27,23
1,5h TLR4 2586,35 676,84
L. infantum TLR9 671,31 199,94
NOD1 182,89 96,74
NOD2 82,35 29,72
3h TLR4 193,63 116,24
TLR9 1518,59 324,15
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Figura 4.20.Expressédo génica de TLR2 por macréfagos incubados com promastigotes de L. infantum. O nimero de copias de TLR2
por mil copias de controlo interno S-actina foi determinado por real-time PCR apés 1,5 e 3 h de incubagdo, usando primers
especificos. Os resultados encontram-se expressos por médias e erros-padrdo de 10 cées e de pelo menos trés réplicas por amostra.
O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para comparar varidveis dependentes. * (p <0,05) indica diferencas estatisticas
entre CN e as outras condicdes.
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5.Discussao e conclusao

As manifestacdes clinicas da infecdo por Leishmania dependem da espécie de parasita
envolvida e da resposta imune do hospedeiro. L. infantum produz leishmaniose visceral
no homem e é uma doenga com envolvimento viscerocutaneo em canideos. Vérias
espécies tém tropismo para a pele e mucosas, causando leishmaniose cutanea e

mucocutanea no homem.

O murganho constitui o modelo animal mais utilizado para o estudo desta parasitose. A
infecdo por espécies visceralizantes produz uma doenca cronica ndo fatal, enquanto as
espécies cutaneas produzem lesGes cutaneas, o que justificou a sua escolha para este

estudo.

Os neutréfilos e M® sdo células fagocitarias que participam ativamente na resposta a
infecdo por Leishmania. Os neutrofilos séo as primeiras células a serem recrutadas para
o local de inoculacéo (Santo-Gomes et al, 2000), funcionando como células hospedeiras
provisorias ou intermediarias do parasita. Neste estudo avaliaram-se alguns aspetos da
resposta imunitaria inata desenvolvida por neutréfilos de canideo, isolados a partir de
sangue periférico e incubados com L. infantum, e neutrdfilos de murganho obtidos por
lavagem peritoneal e incubados com L. infantum e as espécies cutaneas L. amazonensis,

L. shawi e L. guyanensis.

Neutrofilos de murganho (BALB/c) fagocitaram promastigotas de L. infantum, L.
amazonensis, L. shawi e L. guyanensis e neutrofilos de canideo fagocitaram
promastigotas de L. infantum que rapidamente se diferenciaram na forma amastigota.
Foi suficiente uma breve exposicdo aos promastigotes das espécies do subgénero
Vianna, L. guyanensis e L. shawi (90 min) para que as taxas de infecdo de neutréfilos
atingissem valores superiores a 10%. No entanto, estas células parecem ser menos
permissivas as espécies do subgénero Leishmania, L. infantum e L. amazonensis, que no
mesmo periodo de tempo atingiram valores maximos de 5%. Por outro lado, a
duplicacdo do tempo de contato com o parasita levou a aumentos moderados e néo
proporcionais nas taxas de infecdo para todas as espécies estudadas, exceto para L.
shawi, sugerindo maior sensibilidade aos mecanismos leishmanicidas dos neutrofilos.

Neutrofilos de canideo apresentaram taxas de infecdo para L. infantum similares as
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percentagens de infecdo de neutréfilos de murganho. Porém, com o aumento do tempo
de infecéo estes valores mais do que duplicaram, sugerindo que o parasita estimula a
sua internalizacdo pelos neutrofilos caninos e que, com o tempo esta célula fica mais
permissiva a infecdo, apontando para a existéncia de um longo processo adaptativo
entre o parasita e o neutréfilos, uma vez que o cdo é o reservatério, por exceléncia de L.
infantum. Em murganhos C57BL/6, Carlsen et al. (2013) obtiveram 7,9% de infecdo em
neutrdfilos incubados durante 4 h com L. amazonensis. Em estudos similares efetuados
pelo nosso grupo foram obtidos 15 e 30% de neutrofilos de murganhos C57BL/6

infetados por L. infantum, respetivamente apds 1 e 3 h de exposi¢do ao parasita.

Apbs a fagocitose alguns parasitas (amastigotas) perderam a sua integridade estrutural,
indicando que provavelmente sdo destruidos por mecanismos oxidativos e ndo
oxidativos dos neutrofilos, enquanto outros permaneceram morfologicamente normais,
provavelmente os mais virulentos. A sobrevivéncia de Leishmania em neutréfilos pode
estar associada ao direcionamento do parasita para fagossomas ndo degradativos
oxidativo ou a inibicdo da fusdo dos granulos especificos e terciarios com o fagossoma
(Mollinedo et al., 2010).

Segundo Van Assche et al. (2011), Leishmania adotou varios mecanismos de defesa
para lidar com o stresse oxidativo celular, um deles envolvendo o LPG da membrana do
parasita que diminui a producgdo do radical O2 por inibicdo da montagem de NADPH
oxidase. Outra estratégia estd relacionada com a producdo de enzimas e proteinas
antioxidantes pelo parasita. No local da infecdo os parasitas podem sofrer degradacédo

extracelular induzida por neutrofilos através da geracdo de NET.

O reconhecimento do parasita pelos neutréfilos pode ser feito através de PRR (Sharma
& Singh, 2009) que sdo constituintes fundamentais da imunidade inata. No presente
estudo, a expressdo génica dos recetores NOD e Toll de neutréfilos de murganho néo
sofreu alteragbes importantes quando em contato com as diferentes espécies de
Leishmania, indicando que no modelo roedor (BALB/c) estes sensores ndo parecem ser
ativados pelo parasita. Em estudos anteriores efetuados pelo nosso grupo, L. infantum
inibiu a expressédo genica de TLR2 de neutrofilos de murganhos C57BL/6. Estes

resultados sustentam a hipdtese da internalizacdo silenciosa do parasita (Santos-Gomes
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et al, 2003), isto é sem que induza a ativacao das vias da imunidade inata que levam ao
estabelecimento da imunidade celular protetora (Diaz et al., 2012) ou & inducdo da

apoptose.

As células fagocitarias entram em stresse oxidativo como resposta a varios estimulos,
resultando na producdo de O2 e H20.. Os ROS sé&o mediadores inflamatorios e
desempenham um papel importante na defesa e eliminacdo de agentes patogénicos
(Hyung, 2007). Apds a fagocitose, os granulos primarios fundem-se com a membrana
do fagossoma libertando as enzimas. Para alem disso, ocorre ainda a exocitose do
conteddo destes granulos para o meio extracelular (Wartha et al., 2007; Kaplan &
Radic, 2012). Os granulos priméarios contém para além da MPO, proteases serinicas (EN
e CatG) que apresentam atividade proteolitica (Owen & Campbell, 1999). No presente
estudo a exposicdo de neutréfilos de murganho a promastigotes de L. infantum, L.
amazonensis, L. shawi ou L. guyanensis conduziu a producdo de Oz e a exocitose de
EN e CatG. Porém, L. infantum ndo induziu a exocitose de CatG em neutréfilos
caninos, favorecendo a sobrevivéncia do parasita. Em concordancia com 0S Nnossos
resultados, estudos realizados in vitro mostraram que neutrofilos de murganhos em
contato com promastigotas de L. amazonensis tendem a produzir niveis elevados de
ROS (Carlsen et al.,, 2013). Em estudos anteriores com neutrofilos de murganhos
C57BL/6 expostos a promastigotes de L. infantum efetuados pelo nosso grupo também
se verificou importante exocitose dos granulos e producdo de O2. Segundo Ribeiro-
Gomes et al. (2007) a EN libertada por neutrofilos induz a actividade microbicida de

M® através da ativagdo do recetor TLRA4.

A formacdo de NET é outro mecanismo efetor despoletado por neutréfilos ativados que
visa conter e eliminar os agentes patogénicos extracelulares. As NET sdo constituidas
por fibras de DNA, histonas e EN (Brinkman et al., 2004). Todas as espécies de
Leishmania analisadas no presente estudo induziram a formacao de NET por neutréfilos
de murganho e de cdo que provavelmente aprisionaram 0s promastigotas nas suas
fibras. Estudos relativamente recentes também demostraram que promastigotas de L.
amazonensis, L. major e L. chagasi induzem a formagéo de NET (Abdallah & Denkers,
2012). As estruturas extracelulares conseguem por si sO eliminar o parasita, pois quando

sdo danificadas ocorre um aumento da sobrevivéncia de Leishmania (Guimardes-Costa
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et al., 2009). Os neutrdfilos dispdem de um conjunto de mecanismos, oxidativos e nao
oxidativos que cooperam com 0 objetivo de destruir o parasita tanto intra como

extracelularmente.

Os M® sao as células hospedeiras definitivas de Leishmania, sustentando a sua
sobrevivéncia, replicacdo e disseminacdo ou contribuindo para o controlo da infecédo
através da ativacdo dos seus processos leishmanicidas. Os M® podem fagocitar
parasitas livres, neutréfilos apoptdticos ou fagocitar parasitas que abandonaram o0s
neutréfilos. Na presenga do parasita, 0S M® podem seguir duas vias de ativacdo
distintas, a que leva a estimulacdo dos seus mecanismos leishmanicidas ou a via que
permite a sobrevivéncia intracelular de Leishmania. As duas vias de ativacdo dependem
do perfil de citocinas. Perfis de citocinas do tipo Thl (pré-inflamatéria), com producéao
de IFN-y e IL-12, privilegiam a ativacdo dos M® pela via classica, ocorrendo a
producdo de ROS e consequente producdo de NO. Por outro lado, se o perfil de
citocinas corresponder a uma reposta Th2 (anti-inflamatdria) ocorre a transcricdo da
arginase e subsequente geracao de poliaminas pela via da ornitina e ureia, que toleram o

crescimento e a replicacédo do parasita (Lamour et al., 2012).

As espécies do subgénero Viannia foram mais infetantes para os M® da linha celular
P388D1. As espécies do subgénero Leishmania ndo conseguiram atingir mais de 5% de
infecdo num periodo de 48 h. Apesar do grande tropismo de Leishmania por M®, no
geral a taxa de infecdo ndo se revelou consideravelmente superior a registada em
neutrofilos, indicando que esta linha celular embora sensivel apresenta maior resisténcia
a infecdo, sobretudo por L. shawi e L. guyanensis. O nivel de infecdo da linha celular
por L. infantum ndo diferiu, nas presentes condigdes, da infecdo de M® caninos,
sugerindo que a capacidade de infecdo desta espécie de Leishmania € independente da

proveniéncia da célula macrofagica.

Todas as espécies de Leishmania analisadas estimularam a expressdo génica de NOD1
em M® P388D1, mas apenas as espécies do subgénero Viannia induziram a expresséo
de NOD2, enquanto as espécies do subgénero Leishmania inibiram a expressdo deste
gene. Em M® caninos, L. infantum ndo induziu alteragdes importantes na expressao
destes dois genes. A expressao aumentada destes genes pode influenciar os mecanismos

leishmanicidas desencadeados pela célula para controlar a infegdo. A ativagido de NK-
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kB e MAPK mediada por NOD1 e NOD2 induz a transcri¢do e producgéo de citocinas
pro-inflamatorias e a apoptose (Ogura et al., 2001, Antosz & Osiak, 2013). Devido a
falta de estudos sobre a interacdo entre estes recetores e Leishmania, ainda ndo foi
identificado o PAMP de Leishmania que é reconhecido por estes receptores, pelo que é
importante desenvolverem-se trabalhos focados nestes sensores celulares. Os resultados
obtidos no presente estudo indicam que, dependendo da espécie de parasita em causa e

da proveniéncia da célula, pode ocorrer reconhecimento do parasita por estes recetores.

Alguns estudos demonstraram que membros da familia dos TLR reconhecem moléculas
derivadas de Leishmania (Osanya et al., 2011), nomeadamente o TLR4 reconhece GPL
e GPIL (Debus et al., 2003; Veer et al., 2003) e 0 TLR2 reconhece GPL (Kavoosi et al.,
2010). A ativagdo das células fagocitérias através dos TLR est associada a fagocitose,
producdo de ROS e de citocinas pro-inflamatérias (Carrera et al., 1996; Onishi et al.,
2009). No presente estudo, tanto M® caninos infetados por L. infantum como M®
P388D1 que contataram com L. guyanensis, L. amazonenzis, L. shawi e L. infantum
evidenciaram acentuado aumento do nimero de copias de TLR2. A ligacdo de LPG da
superficie de Leishmania a TLR2 desencadeia a ativagdo de mecanismos oxidativos
intracelulares e conduz a producéo de citocinas (Osanya et al., 2011). Por outro lado, no
presente estudo, a expressao génica de TLR4 em M® P388D1 ndo sofreu alteracdes ou
ficou inibida na presenca de L. amazonensis e L. guyanensis. A infecdo por L. infantum
também ndo teve efeito na expressdo génica de TLR4 por M® de canideos. Estudos
anteriores demonstraram que Leishmania pode causar inibicdo enzimatica de TLR
alterando a respetiva cascata de ativacdo (Weinheber et al., 1998). Para além disso, a
forma amastigota apresenta enzimas com acdo proteolitica contra 0 NF-kB que podem
bloguear a Gltima reacdo da cascata de ativacdo de TLR (Cameron et al., 2004).
Segundo Kropf et al. (2004), o TLR4 é necessario para o controlo do parasita,
provavelmente devido a ativacdo de iINOS. Um estudo realizado por Antonizi et al.
(2004) mostrou que em murganhos knock out para TLR4 ha maior atividade da arginase
induzindo a formacdo de ureia e reduzindo a producdo de NO. Deste modo, a ativacao
do TLR4 é fundamental para a célula produzir NO e eliminar o parasita. De facto, no
presente estudo L. infantum direcionou a ativagdo dos M® caninos para a via
alternativa, isto € para a producdo de ureia. De igual modo, as diferentes espécies de
Leishmania inibiram a producdo de NO e aumentaram a producéo de ureia, garantindo a
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ativagdo preferencial da via alternativa dos M® P388D1. Em conjunto, estes resultados
apontam para uma relacdo direta entre a producdo de ureia e auséncia de estimulacao da
expressao génica de TLR4. Na competicdo com a célula, Leishmania dirige a conversédo
de L-arginina em ornitina e ureia e, consequentemente para a producdo de poliaminas
indispensveis a sua prdpria sobrevivéncia. A ativacdo da via da L-arginina por
Leishmania representa uma estratégia competitiva por um nutriente limitante da célula
hospedeira, subvertendo a atividade leishmanicida da célula e escapando a resposta

imune do hospedeiro (Wanasen & Soong, 2009).

O sensor TLR9 reconhece sequencias ndo metiladas CpG em moléculas de DNA e
induz o estabelecimento de atividade pro-inflamatoria, resultando na producdo de
citocinas, como IL-12 e IFN. O reconhecimento por TLR9 de sequéncias nucleotidicas
conduz a ativagdo de células NK e M® através da produgdo de IL-12. Apés a fagocitose
pelos M®, o parasita pode ser degradado com libertacdo de fragmentos de &cidos
nucleicos que podem ser reconhecidos por TLR9. Como Leishmania permanece e se
multiplica dentro de um compartimento endocitico do M® seria de esperar a
estimulagdo continua deste sensor (Srivastava et al., 2013). No presente trabalho, o
aumento transitéria do numero de copias de TLR9 ocorreu unicamente em M® P388D1
expostos a promastigotas de L amazonensis, L. infantum ou L. guyanensis, sugerindo
uma possivel ativa¢do da via do TLR9. M® caninos infetados por L. infantum nédo
revelaram alteracbes importantes na expressdo deste gene, 0 que sugere que 0S

amastigotas intrafagossomais regulam a possivel libertacdo de acidos nucleicos.

Os nossos estudos incidiram sobre 0s mecanismos oxidativos e ndo oxidativos
desencadeados por neutrofilos e M®, avaliando a sua interagdo com o parasita. A
selecdo de células provenientes de modelo roedor e de canideo esta relacionado com o
facto de o murganho ser o animal mais utilizado em laboratdrio para estudar esta
parasitose e o canideo ser o hospedeiro natural de L. infantum. Em células fagocitarias
provenientes de modelo roedor foi analizado o comportamento infecioso de quatro
especies de Leishmania, duas pertencentes ao subgénero Leishmania, L. infantum e L.
amazonensis e duas pertencentes ao subgénero Viannia, L. shawi e L. guyanensis, sendo
L. infantum responsavel pela LV e L. amazonensis, L. shawi e L. guyanensis causadoras

de LC. Na interagdo com neutrofilos e M® estas quatro espécies comportaram-se de um
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modo semelhante com exce¢do da capacidade de causar infecdo. As espécies do

subgénero Viannia apresentaram maior infeciosidade

Neutrofilos de murganho em contato com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.
guyanensis e neutréfilos de canideo expostos a promastigotes de L. infantum
apresentaram aumento na producéo do O2", assim como da exocitose da EN, indicativo
de que estas células ativam os seus mecanismos oxidativos e enziméticos para tentar
controlar a infecdo por Leishmania. O contato de neutrofilos com Leishmania spp.
induziu a formacdo de NET, indicando que também sdo ativados mecanismos

extracelulares para controlar a infecéo.

M®-like P388D1 em contato com L. infantum, L. amazonensis, L. shawi ou L.
guyanensis apresentam inibicdo da producdo de NO em contraste com um aumento
significativo na producdo de ureia. A ativa¢do da via alternativa do M® pelo parasita
estd associada ao aumento significativo da expressdo génica de TLR2. Deste modo o
parasita consegue controlar os mecanismos microbicidas da célula, revertendo-os a seu

favor e induzindo um ambiente propicio para a sua sobrevivéncia e multiplicacéo.

Este trabalho contribuiu para esclarecer os mecanismos utilizados por neutréfilos ¢ M®
para tentarem controlar a infecdo por Leishmania, podendo ajudar no desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas para a LCan e LC, nomeadamente através da
compreensdo dos fatores que inibem ou estimulam os recetores celulares que séo

cruciais no reconhecimento do parasita.

Futuramente € fundamental continuar o estudo dos recetores celulares tanto em
neutréfilos como em M®. A intera¢do entre neutrofilos e outras células envolvidas na
imunidade inata, como é o caso de células NK e CD, também deve ser aprofundada,
pois estes dois tipos celulares desempenham fungbes importantes na resposta inicial a

infecé@o por Leishmania.
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