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RESUMO
Neste estudo propusemos investigar de forma comparativa e cinética a resposta
inflamatodria, em especial a via da MAP cinase ERK 1/2, ap0s a infeccdo de
camundongos BALB/c por Leishmania braziliensis ou L. amazonensis, modelos
de resisténcia e susceptibilidade, respectivamente. Nossos achados
demonstraram que, no modelo de resisténcia, a cinética de ativacdo de ERK1/2
segue o curso da infeccdo, com pico de ativacdo no apice do parasitismo
tecidual, sendo acompanhado pelo aumento da ativacdo de NF-kB e niveis
elevados de IFN-y, IL-10 e IL-4, seguido de reduc¢do na fase de resolugdo. J& na
infeccdo por L. amazonensis, ha uma deficiéncia temporaria na fosforilagdo de
ERK1/2, em estadios tardios da infec¢cdo, que resulta em aumento da leséo,
parasitismo, ativacdo de resposta imune especifica e niveis elevados de NF-kB
e caspase 3. Este fato levou-nos a investigar como a ativacdo de ERK1/2 poderia
afetar a progressdo da doenca em animais infectados com L. amazonensis.
Utilizando o inibidor de MEK/ERK, U0126, verificamos que inibicdo desta via
resultou em maiores lesdes e carga parasitaria, em relacao aos animais controle.
Foi avaliado ainda o papel da anexina A1 (AnxAl), proteina que tem acao anti-
inflamatoria e na resolucdo dos processos inflamatérios, na infeccdo por ambas
as espécies. Na auséncia de AnxAl, os camundongos infectados por L.
braziliensis foram capazes de controlar a replicacdo do parasita, mas
apresentaram respostas inflamatérias mais intensas e capacidade retardada
para diminuir o tamanho de suas les6es. Nossos achados também evidenciaram
maiores niveis de AnxAl em amostras sorolégicas de pacientes com
leishmaniose mucosa, a qual € caracterizada por um processo inflamatério mais
intenso, comparado a forma cutanea localizada. De forma similar, a infecgéo por
L. amazonensis nos animais AnxAlKO leva a infiltrado celular mais intenso,
lesGes de maior tamanho, mas ndo impacta no carga parasitaria. Em conjunto
os dados obtidos, por meio da abordagem cinética e comparativa, revelaram
aspectos significativos na resisténcia e suscetibilidade a infecgdo por
Leishmania, potenciais alvos para o desenvolvimento de novos farmacos e

abordagens terapéuticas,

Palavras-chave: Leishmania braziliensis; Leishmania amazonensis; inflamacéao;
anexina Al; ERK %2



ABSTRACT

In this study, we propose to investigate, in a comparative and kinetic way, the
inflammatory responses, especially the MAP kinase ERK 1/2 pathway, after
infection of BALB/c mice by Leishmania braziliensis or L. amazonensis,
resistance and susceptibility models, respectively. Our findings demonstrated
that, in the resistance model, the kinetics of ERK1/2 activation follows the course
of the infection, with peak activation at the apex of tissue parasitism, being
accompanied by increased NF-kB activation and elevated IFN-y, IL-10 and IL-4,
followed by reduction in the resolution phase. In L. amazonensis infection, there
is a temporary deficiency in ERK1/2 phosphorylation, in the late stages of
infection, resulting in increased lesion, parasitism and inflammation, activation of
specific immune response, NF-kB and caspase 3. This fact led us to investigate
how the activation of ERK1/2 could affect the progression of the disease in L.
amazonensis infected animals. Using the MEK/ERK inhibitor, U0126, we verified
that inhibition of this pathway resulted in bigger lesions and parasitic loads, in
relation to the control animals. The role of the annexin A1 (AnxAl), a protein that
has an anti-inflammatory action and importance in the resolution of inflammatory
processes, was also evaluated in the infection by both species. In the absence of
AnxA1l, mice infected with L. braziliensis were able to control parasite replication
but had more intense inflammatory responses and a delayed ability to decrease
the size of their lesions. Our findings also showed higher levels of AnxAl in
serological samples from patients with mucosal leishmaniasis, which is
characterized by a more intense inflammatory process, compared to the localized
cutaneous form. Similarly, L. amazonensis infection of AnxA1KO animals leads
to a more intense cellular infiltrate and larger and progressive lesions, but no
effect on parasite loads. Taken together, the kinetic and comparative data
revealed significant aspects of resistance and susceptibility to Leishmania
infection, potential targets for the development of new drugs and therapeutic

approaches.

Keywords: Leishmania braziliensis; Leishmania amazonensis; inflammation;
Annexin Al, ERK Y2
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1 INTRODUCAO

Leishmanioses

As leishmanioses constituem um grupo de doencas causadas por mais de vinte
diferentes espécies de protozoarios parasitas do género Leishmania. Esses parasitas
sdo transmitidos ao hospedeiro mamifero pela picada de fémeas hematéfogas de
flebotomineos, pertencentes aos géneros Lutzomya e Phlebotomus, presentes no

velho e novo mundo, respectivamente (WHO, 2016).

Com excecdo da Antartida, as leishmanioses acometem individuos em todos os
continentes onde se encontram aproximadamente 350 milhdes de pessoas
consideradas em risco de contrair uma das formas clinicas da infec¢éo, principalmente
em regifes de maior taxa de pobreza (Figura 1). A incidéncia de 2 milhdes de novos
casos a cada ano, tem sido relatada, sendo que destes, 500 mil correspondem a casos
de leishmaniose visceral e os demais de leishmaniose tegumentar. Nas areas
endémicas, o risco de infecgcdo aumenta em decorréncia de condi¢cdes precarias de
ocupacao do espaco fisico, o que leva a crer que a doenca tenha sua prevaléncia
fortemente influenciada pelas condi¢cdes socioeconbmicas das regides afetadas
(CHAWLA & MADHUBALA, 2010; ALVAR, 2012).
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Figura 1: Prevaléncia de leishmaniose no mundo, em 2013. (A) leishmaniose cutanea; (B)

leishmaniose visceral (adaptado WHO, 2015).
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1.2 O Género Leishmania

Género Leishmania é composto por microrganismos unicelulares pertencentes ao
sub-reino Protozoa, ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae (PACE, 2014,
ROSS, 1903). Foi primeiramente descrito por Ronald Ross em 1903, ap6s o médico
inglés Sir Willian Boog Leishman identificar um microrganismo desconhecido durante
a andlise da puncdo de baco de um paciente que apresentava febre,

hepatoesplenomegalia e anemia em um hospital na india.

De um total de 30 espécies de Leishmania reconhecidas, 20 sdo patogénicas para
humanos (MURRAY et al, 2005; ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006). Diferencas
morfologicas significativas ndo sado observadas ao microscopio entre as diferentes
espécies, sendo necessario métodos bioquimicos e moleculares para identificacao e

classificagcdo das mesmas.

A classificagdo do género Leishmania foi inicialmente baseada em critérios clinicos e
bioecoepidemioldgicos, tais como relagdo com vetores, distribuicdo geografica,
tropismo celular, propriedades antigénicas e manifestacdes clinicas (BRAY, 1974;
LAINSON, R.; SHAW et al, 1987). Em virtude desses critérios demonstrarem-se
insuficientes, novos parametros, como analise por reatividade com anticorpos
monoclonais, analises de eletroforese e isoenzimas, foram estabelecidos e
contribuiram para a classificacdo atual do género em questdo (Figura 2) (PRATT &
DAVID, 1981; AKHOUNDI et al, 2016).

Em relacdo a taxonomia, O género Leishmania € dividido em dois subgéneros:
Leishmania, (encontrado no Velho e Novo Mundo) e Viannia (exclusivamente
encontrado no novo Mundo). Os parasitos sao classificados nestes dois subgéneros
de acordo com as diferencas anatémicas de seu sitio de desenvolvimento dentro do
sistema digestério do vetor. Dessa forma, os parasitos que desenvolvem-se na regido
anterior e média do intestino do flebotomineo foram classificados no subgénero
Leishmania. JA os parasitos que se desenvolvem na regido posterior do intestino
foram classificados como Viannia (LAINSON, R.; SHAW et al, 1987)
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Um conceito ainda bastante utilizado e que merece destaque é o da classificacdo das
espécies de Leishmania em complexos. Baseado em critérios extrinsecos, Shawn e
Lainson (1972) reuniram as espécies de Leishmania em trés complexos: Leishmania
braziliensis, Leishmania mexicana e Leishmania donovani e, recentemente uma nova

classificacdo baseada em seis complexos foi estabelecida (Figura 2).

Subreino Protozoa

Ordem Kinetoplastida

Familia Tripanossomatidae

Género Leishmama

Subgénero

Leishmania

Viannia

Saureleishmania

Complexo

|L. a'onm-'am| | L. major | | L. tropica | ‘L. mexicana

| L. braziliensis |

| L. guayanensis |

IR

Espécie ‘L‘ donomnf| | L. major | | L. tropica |

| L. amazonensis

| L. braziliensis |

| L. guayanensis |

‘ L. mexicana

| L. peruviana |

| L. panamensis |

L. tarentolae

L. venezuelensis

Figura 2: Esquema da classificagéo taxondémica atual de espécies de Leishmania, considerando
a descricdo original das espécies e classificacdo proposta com base em critérios extrinsecos e a partir
dos resultados obtidos por métodos bioquimicos e moleculares. Adaptado do livro Leishmanioses do
continente americano, 2014 Ed. Fiocruz.
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1.3 Ciclo de vida

Os parasitos do género Leishmania sdo adaptados a vida em dois ambientes, com
condigdes fisico-quimicas totalmente distintas, que séo o intestino do inseto vetor e 0
fagolisossomo de fagécitos do hospedeiro mamifero. Na por¢éo intestinal do inseto
vetor, sdo encontradas formas flageladas dos parasitos, chamadas promastigotas
prociclicas, cujo processo de diferenciacao envolve diversas morfologias. Ao fim deste
estagio de diferenciacdo, as formas promastigotas infecciosas, denominadas
promastigotas metaciclicas, migram para a porcdo anterior do intestino e séo
regurgitadas por fémeas durante o repasto sanguineo, sendo depositadas na pele do
hospedeiro vertebrado. As formas promastigotas, que ocorrem no inseto vetor,
possuem de 10 a 20um de comprimento e apresentam flagelo livre extracelular. A
presenca do parasita e componentes da saliva do inseto atraem fagécitos para o local
da picada, o que permite que essas formas metaciclicas sejam rapidamente
internalizadas por células desse hospedeiro e se diferenciem em amastigotas. Essas
formas amastigotas, cujo diametro varia entre 2 a 4 ym, sédo considerados parasitos
intracelulares estritos, e tém flagelo encurtado e armazenado em sua bolsa flagelar
(KAYE; SCOTT, 2011). Ao se replicarem intracelularmente, as amastigotas formam
um reservatério de parasitos, permitindo sua transmissao ao vetor durante o repasto
sanguineo, fechando, assim, o ciclo de vida e transmissdo da Leishmania spp (Figura
3) (ANTOINE et al, 2004; DOSTALOVA e VOLF, 2012; KAYE e SCOTT, 2011;
SIBLEY, 2011).
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Fémeas do inseto vetor
inoculam promastigotas
metaciclicas no hospredeiro Promastigotas sdo fagocitadas
Promastigotas se multiplicam durante o repasto sanguineo e por macrofagos

e migram para a regido \

anterior e média do intestino /
do vetor
Promastigotas se
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s
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' \ — tecidos, incluindo macréfagos

Fémeas do inseto vetor
ingerem células infectadas
apos a picada no hospedeiro

o 900 \i

Ingestdo de células
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Figura 3 — Ciclo de vida de Leishmania spp. Formas promastigotas prociclicas se diferenciam no
intestino do inseto vetor em promastigotas metaciclicas e migram para as por¢ées anteriores do tubo
digestério. Durante o repasto sanguineo, o inseto regurgita as formas promastigotas metaciclicas,
juntamente com componentes salivares imunomoduladores. No hospedeiro infectado, as formas
metaciclicas sdo fagocitadas por células locais, estabelecendo residéncia intracelular, e se diferenciam
em amastigotas. ApGs multiplicacdo dos parasitos, as células infectadas podem se romper, liberando
amastigotas que reinfectam fagoécitos presentes no local. O ciclo de transmisséo se completa quando
fagocitos infectados sé&o ingeridos por outros insetos durante o repasto sanguineo e as amastigotas se
diferenciam em promastigotas no intestino dos flebotomineos (Adaptado: www.dpd.cdc.gov/dpdxe)

1.4 As formas clinicas da leishmanioses

As leishmanioses se apresentam como um conjunto de sindromes que causam
diferentes manifestacdes clinicas, dependentes da espécie do parasito e das
caracteristicas do sistema imune do hospedeiro (SCHRIEFER; WILSON;
CARVALHO, 2008).Dentre as formas clinicas incluem a leishmaniose visceral e a

leishmaniose tegumentar.
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1.4.1 Leishmaniose Visceral

A leishmaniose visceral (LV) é a forma das leishmanioses em que o0s parasitos se
localizam, preferencialmente, em 6rgaos e visceras dos sistemas hematopoiético e
linfatico, como figado, baco, medula 6ssea e também rins e puimdes. E causada pelas
espécies L. donovani no Velho Mundo e L. infantum no Novo Mundo, e constitui-se na
forma de acometimento que apresenta o maior indice de letalidade, principalmente
em individuos imunocomprometidos portadores de HIV (WHO,2010). Outro agravante
é o fato de que os sintomas clinicos do individuo, como febre, fadiga, perda de peso
e anorexia, se assemelham muito com os sintomas de outras doencas infecciosas, 0

que dificulta o diagndstico precoce e aumenta as chances de um quadro fatal.

1.4.2 Leishmaniose tegumentar

Clinicamente, as leishmanioses tegumentares séo divididas em leishmaniose cutanea
localizada (LCL), leishmaniose cuténea difusa (LCD), leishmaniose cutanea
disseminada (LCDi) e leishmaniose mucosa (LM). As formas cutaneas apresentam
lesBes na pele que, dependendo das picadas infectantes do vetor, podem ser Unicas
ou multiplas. As lesbes produzidas sdo de varios tipos e podem cicatrizar
espontaneamente em alguns meses. Na forma mucosa, as infec¢cdes podem
comprometer o trato respiratério ou digestivo alto, atingindo o nariz, nasofaringe,
cavidade oral e laringe, isoladamente ou com multiplo acometimento mucoso. As
lesbes da mucosa nasal sdo as mais frequentes e iniciam-se por ulceracdes do septo
nasal, que podem evoluir para perfuracdo, com grande potencial destrutivo e
mutilante, sendo dificil o tratamento e rara a cura espontanea. A LCL é causada pelas
espécies L. tropica, L. major e L. aethiopica, no Velho Mundo, e L. mexicana, L.
amazonensis e L. braziliensis, no Novo Mundo. De modo geral, essa forma clinica
caracteriza-se por um lesao ulcerada de bordas elevadas que se desenvolve no local
da inoculacdo do parasito e € autolimitada. A LCD é causada principalmente por L.
amazonensis e caracteriza-se pelo aparecimento de inUmeras lesdes nao ulceradas
distribuidas por varias regifes do tegumento cutaneo, repletas de parasitos. J4 a LM

caracteristica da infeccdo por parasitas do subgénero Viannia, particularmente L.
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brasiliensis, apresenta distribuicdo tecidual progressiva associada a intensa resposta
inflamatdria nas vias aerodigestivas superiores, abrangendo a mucosa nasal, oral e
faringea (ANDRADE e DUARTE, 2003; LESSA et al, 2007). A inflamacéo exacerbada
nestes casos € responsavel pelo baixo parasitismo no sitio da lesédo, a qual surge
semanas ou meses apds o0 desaparecimento da lesdo cutanea inicial, por
disseminagdo hematogénica ou linfatica do parasito a partir do foco primério da lesao
(NYLEN e EIDSMO, 2012; SOONG et al, 2012) (Quadrol).

Como mencionado, mais de uma dezena de espécies de Leishmania sdo capazes de
causar a leishmaniose tegumentar no Velho e no Novo Mundo; porém,
especificamente no Brasil, os principais agentes causais da LTA sdo a Leishmania
(Viannia) braziliensis e a Leishmania (Leishmania) amazonensis, as quais sao
responsaveis por mais de 70% dos casos diagnosticados (SILVEIRA et al,1991). Em
relacdo as manifestacdes clinicas da LTA desencadeadas pelo parasitismo de cada
uma das duas espécies em humanos, existem algumas peculiaridades: enquanto a
infeccdo por L. amazonensis normalmente se associa com lesdo Unica e cicatrizacéo

espontanea, a L. braziliensis € responsavel pelas formas mais graves da doenca,

incluindo a forma mucosa (ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006).
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Quadro 1 - Particularidades das leishmanioses causadas por L. braziliensis ou
L. amazonensis em humanos e no modelo murino.

Parametro

L. braziliensis

L. amazonensis

Referéncias

Formas clinicas

LCL LM

== B

LCL LCD LV

SILVEIRA et al,
2009;
SOONG, 2012.

..J

BALB/c e C57BL/10: muito

PEREIRA e ALVES,

s Linhagens sao resistentes. susceptiveis; DBA, CBA e 2008;
Camundongos )
C3H: menos susceptiveis. SOONG, 2012.
\_\f‘ J » " -
I s N&o modula expresséo de expressao de CD40 em FIGUEIREDO et al,
L O
RN
Dé: CD40 em resposta a LPS. resposta a LPS. 2012.
/,aé\/(,};\“ . . Necroéticos ou inflamatérios: | | AFONSO et al, 2008:
NGRS Deplecéo de neutrdfilos N
Lo@° o parasitismo em M®s; CARMO et al, 2010;
oo aumenta susceptibilidade. - -
Neutrofilos apoptdticos: 1 parasitismo. NOVAIS et al, 2009.
. | producao de citocinas Th1 SOUZA et al, 2010;
5 ) | produgdo de TNF-a em ~
‘j\, e Th2 e 1 produgao de IL-10 LAPARA e KELLY,
resposta a IFN-y+LPS.
M®s em resposta a LPS. 2010.
hxé'\ DE SOUZA-NETO et
g Resisténcia inicial. Resisténcia tardia. al, 2004; PINHEIRO
IFN-y et al 2007.
’?ﬂf o o HERNANDEZ et al,
Resisténcia. Resisténcia. 2006
IL-12 '

- Modulacao da resposta Th1.

- Susceptibilidade

Susceptibilidade.

COSTA et al, 2011;
FELIZARDO, 2012.

IL-4
é‘ﬁ; _ 3 - Susceptibilidade. SOUZA et al, 2010;
' Controle da inflamacéo. ] .
IL-10 - Controle da inflamacgéao. JONES et al, 2002.

Quadro comparativo entre Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis quanto manifestacdes
clinicas, perfis de resisténcia e susceptibilidade de camundongos BALB/c, papel das principais células
fagociticas e expresséo de citocinas (Adaptado SOUZA-TESTASICCA, 2013).
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2 Inflamacéo e Leishmaniose

2.1 O processo inflamatorio

Lesdes tissulares de natureza quimica, fisica ou biologica desencadeiam um foco
inflamatorio caracterizado por rubor, calor, dor e edema cuja finalidade €, em Ultima
analise, reestabelecer o equilibrio fisiolégico e, consequentemente, promover a
cicatrizagéo da regido lesada (ALBINI et al, 2005; BALKWILLet al, 2005). Esses sinais
cardinais, como sdo conhecidos, sdo explicados da seguinte maneira: na presenca de
um agente nocivo, ocorre liberacdo de mediadores quimicos que provocam aumento
da permeabilidade vascular, permitindo o extravasamento de liquido do interior dos
vasos para a cavidade intersticial, gerando o edema. O fluxo sanguineo mais intenso
na regiao lesada e consequente hipertrofia do calibre dos vasos provocam o calor e
rubor caracteristicos. A dor € decorrente da estimulacdo das termina¢gdes nervosas
por substancias como bradicinina e prostaglandinas, liberadas durante o processo
inflamatorio. H4, ainda, o ultimo sinal cardinal, que é a perda de fungcdo do 6rgéo
decorrente do edema, da dor e da substituicdo de células funcionais por tecido de
cicatrizacdo (PUNCHARD et al, 2004).

Com a finalidade de promover a defesa e o remodelamento do tecido durante o
processo inflamatério, ocorre a migracao de leucocitos para a regido lesada. Os
neutroéfilos constituem as primeiras células de defesa a adentrar no foco da leséo. Sao
atraidos por citocinas inflamatérias liberadas por plaguetas ativadas e células
endoteliais para promover a limpeza do local (fagocitose) e impedir a invasédo e/ou
proliferacédo de microrganismos patogénicos (DIEGELMANN & EVANS,2004).

O processo de recrutamento dos neutréfilos envolve as etapas de captura, rolamento,
adesdao, rastejamento e diapedese (Figura 4). Apos contato direto com estimulos
inflamatorios, ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios provenientes
principalmente das células residentes, o que desencadeia um aumento na expressao

das moléculas de adesao E-selectina e P-selectina pelas células endoteliais. Essas
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selectinas reconhecem seus ligantes expressos na superficie de neutrofilos, levando
essas células a rolarem ao longo do endotélio. Este rolamento potencializa o contato
dos neutréfilos com as células endoteliais que apresentam quimiocinas ligadas a sua
superficie. A ligacdo destas quimiocinas aos receptores presentes nos neutrofilos
induz mudangas conformacionais nas integrinas superficiais, aumentando sua
afinidade por seus ligantes. Neutrofilos expressam as integrinas LFAL1 e MAC1 que se
ligam a moléculas presentes na superficie do endotélio, como molécula de adeséo
intercelular (ICAM)-1, ICAM-2 e molécula de adeséo celular vascular (VCAM)-1. Esta
ligacdo promove a firme adesdo dos neutrofilos ao endotélio. Em seguida, essas
células rastejam sobre o endotélio até localizarem um sitio propicio para sua
transmigracdo, processo que depende de integrinas e outras moléculas de adeséo,
como molécula de adesao plaqueta-célula endotelial (PECAM)-1 (ALESSANDRI et al,
2013; KOLACZKOWSKA e KUBES, 2013; PHILLIPSON et al, 2006).

oo B
— o

(i 1. Ativac8o do neutréfilo
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Figura 4 — Cascata de recrutamento de neutréfilos. As selectinas sdo as principais moléculas
envolvidas no rolamento, enquanto adeséo e rastejamento dependem principalmente de integrinas.
Quimiocinas expostas na superficie das células endoteliais ativam os neutréfilos em rolamento,
induzindo mudancas conformacionais nas integrinas e, assim, possibilitando os eventos subsequentes.
Neutrdéfilos rastejantes atingem os sitios preferenciais para transmigracao guiados por gradiente de
guimiocinas (Adaptada de http://www.medicinanet.com.br/m/conteudos/acp-medicine/5797/sepse.htm)
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Numa sequéncia temporal, 0s mondcitos, também atraidos por citocinas inflamatorias,
migram do espaco intravascular para a regido da lesdo, local onde séo ativados e
passam a ser denominados de macréfagos. Essas células ativadas secretam
mediadores inflamatérios como 6xido nitrico (NO), interleucina (IL)-6, IL-12, fator de
necrose tumoral (TNF-a) e fatores de crescimento, que atuam em processos
importantes, como deposicdo de coldgeno, angiogénese e contracdo da ferida
(TIMOTHY & DIPIETRO, 2011) (Figura 4).

Ainda no contexto da resposta imune frente a infeccéo por leishmania spp, as células
dendriticas exercem papel crucial do desenvolvimento da imunidade adaptativa. S&o
as células de Langehans responsaveis pela captura, processamento e apresentacao
do antigeno para os linfécitos T (STEINMAN, 2007). Essas células também, ao serem
infectadas, produzem IL-12 que por sua vez tem o papel de estimular a producéo de
IFN-y pelos linfécitos TCD4* e, consequentemente, induzir uma resposta do tipo Thl
importante para o controle do parasita (DONG, 2012).

Estabelecido o processo inflamatério com consequente eliminacdo ou estabilizacéo
do agente nocivo, o organismo pode responder de duas maneiras: reestruturar o local
da injaria e promover a reconstrucdo do tecido lesado, no caso de eliminagdo do
estimulo nocivo ou, caso 0 agente nocivo persista, dar continuidade ao processo

inflamatorio com a finalidade de amplificar sua resposta (KUN LING, 2014)

Atualmente é clara a ideia que a inflamacg&o é uma resposta fisiol6gica protetora, isto
€, que promove reparacao tecidual e é autolimitada. Qualquer fator desregulador
deste processo pode ser deletério ao hospedeiro como acontece nas inflamacdes
cronicas e no cancer. Portanto, dependendo do contexto, as células inflamatérias
podem ter papel benéfico e/ou prejudicial estando envolvidas na patogénese de
diversas doencas incluindo as neoplasias (COUSSENS & WERB, 2002).
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2.2 Resolugédo da inflamagéao

A resolucao da inflamag&o é um processo ativo e continuo que envolve a ativagédo de
um programa endogeno com producdo e liberacdo de diferentes mediadores
bioquimicos e ativacao de vias de sinalizacdo que garantem a restauracao rapida e
bem sucedida da homeostase do tecido (SERHAN et al., 2007; ALESSANDRI et al.,
2013; SOUSA et al., 2013). Por si s0, a eliminacdo do estimulo flogistico limita a
producdo de mediadores pro-inflamatorios, impedindo a ativacdo adicional de vias
relacionadas a manutencdo da resposta inflamatéria (SERHAN et al, 2007). No
entanto, os leucdcitos que migraram para o sitio da lesédo com funcéo de neutralizar o
agente agressor necessitam ser eliminados, a fim de se evitar maiores danos ao tecido
(ALESSANDRI et al, 2013). Para isso, de modo geral, essas ceélulas iniciam um
processo de apoptose e induzem sua propria fagocitose néo flogistica por macréfagos
(processo chamado eferocitose), ao expressarem marcadores de superficie, como
fosfatidilserina, por exemplo. Somado a este fato, mediadores pro-resolutivos induzem
o recrutamento adicional de mondcitos nao flogisticos, a fim de intensificar o processo
de eferocitose (MCARTHUR et al., 2015). Por fim, quando o clearance de células
apoptoticas se completa, os M®s podem seguir dois caminhos: morrer por apoptose,
ou deixar o tecido por recirculacdo em vasos linfaticos (BELLINGAN et al, 2002;
GAUTIER et al, 2013).
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2.3 Apoptose

A apoptose € um processo fisioldgico de morte celular programada em eucariotos e
que desempenha papel chave no controle do crescimento e sobrevida celular,
contribuindo dessa maneira para o desenvolvimento normal dos organismos
multicelulares (MAURILLO et al., 2001). O processo de apoptose é caracterizado pela
condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA, contracdo da membrana
plasmatica e projecdo de vesiculas que desencadeiam a formacdo do chamados
corpos apoptoticos (WICKMAN et al, 2012).

O reconhecimento das células apoptéticas pelos macrofagos se da, principalmente,
por meio de moléculas de fosfatidilserina, um fosfolipidio de membrana que, em
células viaveis, € encontrado exclusivamente na por¢do interna da membrana
plasmatica e, durante a apoptose, é exposto em sua face externa (FADOK et al.,
1992). A expresséao dessas moléculas sinalizadoras na superficie celular desencadeia
a sua internalizagdo por M®, num processo denominado eferocitose. Este processo
fornece sinais anti-inflamatérios para os fagécitos, reduzindo os danos ao tecido. Caso
a eferocitose ndo seja apropriada, as células apoptéticas podem sofrer necrose
secundaria, com liberagcdo do contetdo celular, danos aos tecidos adjacentes e
favorecimento de uma resposta inflamatéria local (WICKMAN et al, 2012; SAVILL e
FADOK, 2000; AMARANTE-MENDES, 1999).

O processo de apoptose acontece pela ativacdo de membros de uma familia especial
de proteases denominados caspases. Em mamiferos, ja foram identificados 14 tipos
dessas proteases, sendo que nem todas estédo envolvidas na apoptose. As caspases
1,4,5,11, 12 e 13, por exemplo, estdo envolvidas em processos inflamatérios (LUO
et al., 1998; PEREIRA; AMARANTE-MENDES, 2011).

A apoptose pode ser iniciado por duas vias: a via intrinseca ou mitocondrial e a via
extrinseca ou de receptor de morte (Figura 5). A apoptose ativada pela via intrinseca
€ iniciada por varios sinais intracelulares, tais como rompimento do citoesqueleto,
auséncia de fatores de crescimento, hipdxia, infec¢do por virus, bactérias e acéo de

drogas citotoxicas, e envolve a permeabilizagdo da membrana mitocondrial externa
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(AMARANTE-MENDES; GREEN 1999; ELMORE, 2007). Esse processo ¢é
desencadeado por elevacdes nos niveis de proteinas pré-apoptoticas da familia Bcl-
2. Esta familia de proteinas citoplasmaticas é caracterizada pela presenca de
membros que suprimem a apoptose (Mcl-1, Bcl-2, Bcl-xL, Al) ou que a promovem
(Bax, Bak, Bik, Bad, Bid, Bim e Puma). No citosol, o citocromo c, liberado pela
mitocondria despolarizada, forma um complexo com a APAF-1 e caspase-9, chamado
apoptossomo, que promove a clivagem e consequente ativacado da caspase-9, que
posteriormente ativa as caspases-3/7 (LIU et al., 2015). A via extrinseca da apoptose
é disparada por ligantes extracelulares, que se ligam a receptores transmembranares.
O sinal de morte é transmitido para o citoplasma pelo recrutamento das caspases
iniciadoras da via extrinseca, que séo caspase-8 e caspase-10. Em ambos os casos,
segue-se a ativagdo das caspases efetoras, que sdo a caspase-3 e a caspase-7
(EARNSHAW et al, 1999; RIEDL e SALVESEN, 2007 MILOT et al., 2011) (Figura 5).

Via Extrinseca Ligante de Receptor de Morte i

Membrana plasmatica SmcaptorSa Mors
T e e
» e |

Citosol

caspases-8/10

A
SMAC/Diablo : 8]

caspase-3

Apoptose

Figura 5: Apoptose: Sinalizacdo do processo de apoptose pela via extrinseca, induzida por meio da
interacdo entre receptores de morte e seus respectivos ligantes e pela via intrinseca, ativada por
estresse intracelular. Ambas as vias resultam nua via comum de morte, na qual ha ativacao de caspase-
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3 e 7, que resulta na apoptose. A comunicagdo com a mitocondria durante a via extrinseca é realizada
pela proteina BID da familia BCL-2 (Adaptado MEDINA, L; 2011).

2.4 Mediadores pro-resolutivos

Cessado o estimulo flogistico, tem-se inicio a terceira fase do processo inflamatorio,
denominada de fase resolutiva. Essa etapa € coordenada por uma série de moléculas
de natureza proteica, como a AnxAl, ou lipidica, como a LXA4, que visam, entre
outras funcdes, bloquear a acdo de prostaglandinas e leucotrienos, inibir o
recrutamento flogistico de mondcitos e induzir a ativacdo de processos especificos
como apoptose e eferocitose. Importa salientar que, diferentemente dos mediadores
anti-inflamatoérios, os mediadores enddgenos de resolucdo atuam no processo
flogistico sem induzir imunossupressdo (SERHAN e CHIANG, 2013). Esse fato tem
despertado o interesse de pesquisadores em desenvolver novas estratégias
terapéuticas utilizando farmacos com acao pré-resolutiva para serem empregados no
tratamento de doencas inflamatdrias crénicas como colite ulcerativa, doencga de Crohn
(DANESE et al, 2011; BAUMGART et al, 2012) e também doencas infecciosas
(TAVARES et al, 2016).

2.4.1 Anexina Al

Anexina A1(AnxAl), também conhecida como Lipocortina-1, € uma proteina de 37
KDa, Ca ?* dependente e que pertence a superfamilia das anexinas, que é constituida
por 13 proteinas relativamente abundantes e estruturalmente semelhantes, com
membros encontrados tanto no reino animal, como no reino vegetal (GERKE et al.,
2002).

Inicialmente descrita por Flower e Blackwell (1979), AnxAl é um polipeptideo formado
por 346 residuos de aminoacidos arranjados em quatro sequéncias repetitivas, com
aproximadamente 70 residuos cada que formam o core da proteina. Sua estrutura €

constituida por dois dominios principais: o N-terminal, responséavel por suas funcdes
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especificas, e o dominio C-terminal, que contém os sitios de ligacdo ao Ca?*. Em
relacdo a este ion, sabe-se que, em concentracbes maiores que 1mM, a AnxAl
extracelular sofre uma mudanca conformacional que leva a exposi¢cao da regido N-
terminal e, consequentemente, permite sua ligacdo ao receptor nas células alvo
(D'ACQUISTO et al, 2008; GAVINS e HICKEY, 2012). O receptor para AnxAl é
denominado de Formyl peptide receptor (FPR)-2 murino ou FPRL1 humano, e é
expresso em varios tipos celulares, incluindo neutréfilos, mondcitos, macréfagos,
eosinofilos, células endoteliais e epiteliais (GAVINS e HICKEY, 2012). Interessante
salientar que AnxAl e os peptideos derivados da sua por¢do N-terminal competem
com a lipoxina A4 e com a proteina amiloide sérica A pelo sitio ativo de FPR2.

A acdo anti-inflamatoria da AnxAl decorre de sua capacidade de desencadear a
inibicdo da enzima fosfolipase A2 e, consequentemente, de bloquear a sintese do
acido araquiddnico, o que gera efeitos inibitérios sobre a geracao de prostaglandinas,
de leucotrienos e do fator de agregacéo plaquetaria (KIM et al., 2001). Associado a
este fato, AnxAl atua na regulacdo da migracdo celular, inibindo a atividade de
moléculas de adesdo como integrinas, selectinas e também reduzindo afinidade de
neutréfilos ativados para ICAM-1 e VCAM-1. Como resultado, ocorre uma diminui¢ao
da populacdo de células inflamatorias no sitio da lesdo (SOLITO et al, 2001;
DRECHSLER et al, 2015; SUGIMOTO et al, 2016). Trabalhos de D. PUPJALIS et al
(2011) demonstraram que AnxAl reduz a producédo de IL-6 e TNF-a em mondcitos
estimulados com LPS. Ainda dentro deste contexto, este peptideo é capaz de
provocar a inibicdo da enzima ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e da enzima sintase do 6xido
nitrico (INOS), além de estar relacionada com o aumento da liberacdo de IL-10 em
fagdcitos, com a inducdo da apoptose de células inflamatérias e com a remocao de
células e corpos apoptoticos (Revisado por SUGIMOTO et al, 2016).

O peptideo sintético Ac2-26 corresponde aos residuos de aminoacidos 2 a 26 da
proteina AnxAl nativa e possui a extremidade amino-terminal acetilada, a fim de
retardar sua degradacao proteolitica (VAGO et al, 2012). Dados da literatura tém
demonstrado que este peptideo reduz os sinais da inflamac¢éo em modelos de edema
de pata induzidos por carragenina ou fosfolipase A2, e também no modelo de injecao
de IL-18 em air-pouch (CIRINO et al, 1993). Em modelo de inflamag¢do pulmonar
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induzida por isquemia e reperfusdo intestinal, o peptideo Ac2-26 tem efeitos
reguladores e protetores, uma vez que reduz a migracdo de leucdécitos para 0s
pulmdes e induz um aumento da concentracdo de IL-10 no sangue (GUIDO et al,
2013).

Alguns trabalhos recentes tém estudado o papel da AnxAl no contexto de doencas
infecciosas. Foi demonstrado que a inoculacao intravitrea de taquizoitos de T. gondii
em camundongos C57BL/6 induziu aumento da expressdo de AnxAl em neutroéfilos
inflamatoérios e células do epitélio pigmentado da retina, sugerindo a participacédo
desta proteina na resposta imune frente a infeccéo por este protozoario (MIMURA et
al, 2012). Posteriormente, trabalhos de Koh Hui et al (2014) demonstraram que
camundongos BALB/c deficientes para AnxAl sdo mais susceptiveis a infeccdo por
Micobacterium tuberculosis, apresentando maior carga bacteriana e maior dano
tecidual quando comparado aos animais selvagens. Ainda, TAVARES et al (2016)
correlacionaram a baixa expressao/clivagem de AnxAl com um aumento da
inflamacdo em camundongos BALB/c infectados com Streptococcus pneumoniae.
Além disso, animais deficientes em AnxAl apresentaram maior letalidade durante a

infeccdo por S. pneumoniae.

Na literatura, ha apenas um trabalho correlacionando AnxAl na infeccdo por
Leishmania spp (da SILVA et al, 2015), com células obtidas de pacientes
diagnosticados com leishmaniose cutanea, em que se verificou que a expresséo de
AnxALl é diferentemente modulada durante o curso da infeccao, tanto em M®, quanto
em células T e que esses niveis distintos de expressao estdo relacionados com a
espécie do parasito em questdo. Este fato sugere a relevancia dessa proteina na

infeccdo por protozoarios deste género.

2.4.2 Vias de sinalizacao celular e elaboracdo da resposta inflamatoria

As cascatas de sinalizacdo celular sdo redes moleculares complexas que

compreendem receptores especificos, elementos de sinalizacédo efetores e proteinas

reguladoras, que, em conjunto, detectam, amplificam e integram os mais variados
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estimulos celulares (BROOM et al, 2009; GOODRIDGE e HARNETT, 2005). A
sinalizacdo por algumas dessas cascatas impacta diretamente na produgcédo de
mediadores inflamatorios e de sobrevivéncia celular. Dentre estas, destacam-se a via
das mitogen activated protein kinases (MAPKS) e a via do fator de transcrigdo nuclear-
kappa B (NF-xB).

As MAPK sdo um grupo heterogéneo de proteinas constituido por trés cinases que
formam um sistema regulatério responsavel por estabelecer uma via sequencial de
ativagdo de proteinas cinases: a MAP cinase cinase cinase (MAPKKK), a MAP cinase
cinase (MAPKK) e a MAP cinase. Os sinais sdo em geral transmitidos por meio de
fosforilacdo sequencial de residuos dos aminoacidos serina e treonina presentes em
varios substratos (BROOM et al, 2009).

O primeiro componente do médulo MAPKKK pode ser ativado tanto por fosforilacédo
guanto por interacdo com uma proteina de ligacdo chamada GTP da familia Ras ou
Rho. A grande maioria dos substratos das MAPK € formada por fatores de transcricdo
citoplasmaticos ou nucleares, os quais, apdés serem ativados, induzem a expressao
de genes gque promovem a resposta celular apropriada ao estimulo recebido (BROOM
et al, 2009; HOMMES et al, 2003).

As MAPK podem ser categorizadas em cinco subfamilias: ERK 1/2, p38, JNK, ERK 5
e ERK 3/4. E sabido que a MAP cinase ERK1/2 est4 relacionada com uma série de
processos celulares tais quais, crescimento, proliferacdo e manutencéo da viabilidade
celular. Também, dentro do contexto inflamatério, existem varios estudos
correlacionando esta via com a producdo citocinas, quimiocinas e ativacao de
linfécitos T (HOMMES et al, 2003; ARBABI e MAIER, 2002). Trabalhos de SAWATZKY
et al (2006) afirmam que a via ERK1/2 é responsavel pela sobrevivéncia dos leucécitos
dentro sitio da lesdo, uma vez que sua inibicéo favorece a apoptose destas células e,
consequentemente, contribui para a resolucdo do processo inflamatério. A ativacao
classica das isoformas ERK1 e ERK2 é iniciada pela interacdo do ligante ao receptor
de tirosina kinase (FCy-R) presente na superficie da membrana plasmética, seguida
pela ativacdo da Proteina G Ras (SILVA et al, 2016). Uma vez ativada, Ras recruta e
ativa uma proteina cinase denominada Raf, uma MAPKKK que é capaz de ativar

MAPKK e MAPK, esta Ultima fosforila ERK Y2 em seus residuos de treonina e tirosina
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ativando a via (CHAMBARD et al., 2006; SHAUL e SEGER, 2007; KNIGHT and
IRVING, 2014).

No contexto das leishmanioses, varios trabalhos tém correlacionado a modulagéo
desta via em populagdes celulares diversas. Nesse sentido, M®s peritoneais murinos
infectados por formas amastigotas de L. donovani apresentaram niveis elevados de
ERK1/2 defosforilado associado com aumento de ceramida e diminui¢cdo de NO. Fato
que tornou a célula mais vulneravel a infeccdo (GHOSH et al, 2002). Também XIN et
al (2008), avaliando a resposta de células dendriticas infectadas por formas
amastigotas de L. amazonensis, observou que o parasita no interior da célula
desencadeava a reducao dos niveis de fosforilagdo de ERK % e que este processo
prejudicava a ativacdo das DC e, consequentemente, o desenvolvimento de uma
resposta thl, favorecendo o parasitismo. Por outro lado, trabalhos de PRIVE e
DESCOTEAUX (2000) demonstraram que M®s de camundongos BALB/c ativados
por IFN-y e infectados por promastigotas de L. donovani apresentaram maior
expressao de ERK1/2, porém associado a maiores concentracfes de TNF-a, o que
resulta num ambiente hostil para a sobrevivéncia do parasito. De modo semelhante,
YANG et al (2007) demonstrou que BMDMs obtidos de camundongos BALB/c pré
estimulados com &cido hialurbnico apresentavam niveis elevados de IL-10
decorrentes também da ativacdo da via de sinalizacdo ERK1/2 e eram mais
susceptiveis a infeccao por formas amastigotas de L. amazonensis opsonizadas com
19G.

Em conjunto, esses dados demonstram que via da MAP cinase ERK % é capaz de
induzir diferentes perfis de resposta, que variam em funcao da populacao celular e da

espécie/forma do parasito.

O NF-xB foi descrito por SEN e BALTIMORE em 1986 como uma proteina reguladora
da expressao génica de imunoglobulinas em linfocitos B. Atualmente, sabe-se que
este fator também esté envolvido na transcrigdo de diversos genes ligados a resposta
imune, a apoptose e a transformacao neoplasica celular (YAMAMOTO et al, 2001).
Alguns genes cuja expressao é controlada pelo NF-kB estdo descritos na literatura;
dentre eles, os mais conhecidos séo o fator de crescimento GM-CSF, as moléculas
de adeséo celular MAd-CAM-1, ICAM-1, VCAM; as citocinas IL-1, 2, 6, 8, TNF-a, IFN-

a, proteinas anti e pré-apoptoticas, entre outros.
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O NF-xB € um heterodimero composto por duas subunidades: uma proteina de 50
kDa, chamada de p50 ou NF-kB1, e outra proteina de 65 kDa, chamada de p65 ou
RelA. Essas proteinas representam o prototipo classico do NF-kB. Durante as fases
iniciais da inflamacao, prevalecem heterodimeros p65/p50 que promovem a sintese
de mediadores pro-inflamatérios e o recrutamento e sobrevivéncia de leucdcitos.
Entretanto, durante a fase de resolugcdo do processo inflamatério, prevalecem
homodimeros p50/p50, responsaveis pela supressao da sintese de mediadores pro-
flogisticos e pela inducdo de genes pré-apoptoticos (ALESSANDRI et al, 2013;
LAWRENCE e FONG, 2010; LAWRENCE et al, 2001). De modo interessante, alguns
estudos na literatura reiteram a direta relacédo entre ERK %2 e NF-xB: SOMENSIA et
al (2017) evidenciaram um mecanismo de ativacio de NF-kB diretamente dependente
de ERK %2 em ensaios in vitro com células tumorais humanas, jA WANG et al (2012)
atestaram que e NF-xB apresentam uma via de sinalizacdo em comum, sendo que

ERK ¥ est4 upstream ao NF-«B.

Em modelos de infec¢do por L. major, foram atribuidas varias func¢des a familia NF-
kB. Nesse sentido, camundongos C57BI/6 deficientes em RelA sdo extremamente
susceptiveis a infeccdo por esta espécie, desenvolvendo lesdes com necrose severa
e um alto titulo de parasitos decorrente da baixa producdo de INOS e,
consequentemente, NO (MISE-OMATA et al, 2009). Também DCs de camundongos
C57BL/6 deficientes em c-Rel apresentaram producao reduzida de IL-12p40, o que se
reflete em menor producéo de IFN-y por estes animais durante a infec¢gao (REINHARD
et al, 2011; SANJABI et al, 2000).
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2.5 Resposta imune a Leishmania spp

2.5.1 Imunidade inata e a Leishmaniose

O primeiro contato da Leishmania spp. com o hospedeiro vertebrado ocorre no
momento do repasto sanguineo em que o inseto regurgita as formas promastigotas
metaciclicas, juntamente com componentes imunomoduladores presentes na sua
saliva. (RIBEIRO et al, 2003). A partir deste momento, desenvolve-se uma resposta
contra o parasito que requer a acao coordenada de células da imunidade inata e
adaptativa. As primeiras células a entrarem em contato com 0s parasitos serdo as
células residentes ou seja, macrofagos dérmicos, células de Langerhans, fibrobrdcitos

e gqueratindcitos.

Os queratinécitos, apds serem ativados pelo parasito, iniciam a expressao de uma
série de receptores de reconhecimento, como o MHC de classe Il, por exemplo. A
partir deste momento, essas células passam a atuar como agentes apresentadores
de antigeno que, por sua vez, provocam a ativacao de outras células da imunidade
inata e adaptativa (BASHAM et al, 1984; KIM et al, 2009). Trabalhos anteriores
demonstraram que a producédo de IL-6 pelos queratindcitos € de extrema importancia
para a elaboracdo de uma resposta contra Leishmania spp, bem como o
desenvolvimento de uma resposta Thl em modelos murinos experimentais
(SAKTHIANANDESWAREN et al, 2005). Em outro estudo, EHRCHEM et al (2010)
demostraram que essas células sdo capazes de produzir diversas citocinas, como IL-

1B, IL-12 e TNF-a, em resposta a inoculacdo de L. major

Os fibrécitos sao células localizadas no sangue periférico que possuem a habilidade
de migrarem rapidamente para o tecido lesado o que Ihes confere um papel importante
no estabelecimento de infec¢cbes por espécies de Leishmanias spp. Apos a
estimulacdo desencadeada pelo microrganismo, essas células expressam receptores
do tipo Toll e FcRy, essenciais para o reconhecimento e internalizacdo do parasita.
(BALMELLI et al, 2007; VON STEBUT, 2007; MACEDO-SILVA, 2014). De acordo com
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os trabalhos de GRAB et al (2004), os fibrécitos possuem um importante papel no
estabelecimento da infeccédo por Leishmania spp. uma vez que essas células sao
capazes de induzir uma resposta do tipo TH2 com elevada producéo de IL-10.

Do mesmo modo, fibroblastos humanos infectados por L. major geram um ambiente
menos hostil para o parasita quando comparado com outros fagocitos, favorecendo o
seu desenvolvimento intracelular (CHRISTIAN BOGDAN, 2000).

As células de Langerhans ou células dendriticas (DCs) sdo componentes importantes
da resposta imune inata da pele. Elas séo capazes sofrer estimulagéo de agentes de
natureza diversa, incluindo Leishmania spp., ao passarem por um processo de
maturacdo e migrarem para o linfonodo regional, onde apresentam os antigenos para
as células T, iniciando assim a resposta imune celular (NYLEN E EIDISMO, 2012;
MOLL, FLOHE and ROLLINGHOFF, 1995). De modo geral as DCs podem influenciar
a dicotomia existente entre L. braziliensis e L. amazonensis. Enquanto para aquela
espécie ocorre o direcionamento de uma resposta para o polo de hiperresponsividade
com forte producédo de citocinas do tipo TH1, para esta é direcionada uma resposta
para o polo hiporresponsivo com forte produgéo de citocinas do tipo 2 e reducdo da
infiltracdo de linfécitos T CD4* e CD8* (SILVEIRA et al., 2004).

Os neutrofilos possuem papel crucial no contexto das leishmanioses. Apds o repasto
sanguineo e inoculacdo intradérmica do parasito, essa populacdo celular recebe
estimulos da regido lesada e se desloca para o sitio da infeccdo, onde exerce sua
acdo fagocitica sobre as formas promastigotas. Posteriormente atuam como células
apresentadoras de antigenos para outros fagocitos como os macréfagos, por exemplo
(PETERS et al, 2008).

Nos ultimos anos, estudos focados na funcdo dos neutroéfilos na leishmaniose tém
demonstrado resultados contraditorios: se por um lado essas células favorecem o
controle do parasitismo tanto in vitro quanto in vivo em camundongos C57BI/6
infectados por L. major, por outro séo responsaveis pelo aumento da carga parasitaria
e exacerbacéo da doenca em camundongos

BALB/c infectados por L. major (RIBEIRO GOMES, et al, 2004). De acordo com 0s
trabalhos de NONAES et al (2009), essa aparente contradicéo é fruto da variacao do

modelo murino e dos parasitos, uma vez que a deplecdo de neutréfilos em
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camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis leva a um aumento da carga
parasitaria e que a presenca dessas células estimula a producao de TNF-a e NO pelos
macrofagos.

Estudos utilizando os modelos de infeccdo por L. major demonstraram que 0S
neutrofilos atuam como espécie de “cavalo de Tréia”, uma vez que, ao fagocitarem o
parasito, tornam-se incapazes de elimina-lo através de seus mecanismos microbicidas
e passam a liberar quimiocinas responsaveis por atrair e induzir a sua propria
fagocitose por macrofagos ativados, permitindo assim a entrada silenciosa do parasito
nessas células (JOHN e HUNTER, 2008).

Os macroéfagos constituem células de defesa chave nos processos de infeccédo por
espécies de Leishmania spp. ApOs a ativacdo desencadeada pela presenca do
parasita e sua consequente internalizagéo via interacbées com receptor de manose
(MR), receptor de fibronectina (FnR) e receptores para Fcy (FcyR), essas células
disparam mecanismos efetores responsaveis pela eliminacao das formas amastigotas
do protozoario, (UENO e WILSON, 2012). Interessante salientar que a ligacao
individual a estes receptores ndo é suficiente para ativacdo dos macréfagos, o que
indica que a ligagdo a multiplos receptores é essencial para o desenvolvimento de
uma resposta protetora (DONG e JUDE, 2012). Dentre esses mecanismos podemos
destacar a producédo de NO induzida pelo aumento da expresséo de citocinas pro-
inflamatoérias como IFN-y, IL-1 e TNF-a, por exemplo (BRONTE e ZANOVELLO,
2005).

A ativacdo de macrofagos pode se dar por dois modelos distintos: a ativacéo classica
e a ativacao alternativa (Figura 6). A primeira ocorre por meio da exposi¢cao a citocinas
pré-inflamatérias, como IFN-y, produzida principalmente por linfécitos TH1 e células
Natural killer (NK), que induz a expressdo da enzima iNOS (LIEW et al ,1990). Por
outro lado, os macréfagos podem ser ativados pela via alternativa por meio de
citocinas liberadas por linfécitos TH2, como IL-4, e IL-13. Trabalhos de KROPF et al
(2005), demonstraram que a producao de IL-4 induz a expressao de arginase e
favorece a sobrevida de L. major em macrofagos in vitro. Ao avaliar também o papel
da enzima arginase em modelos de infec¢&o por Leishmania spp, HAI QI et al (2004)
observaram que em macrofagos infectados por L. amazonensis ocorre aumento do

metabolismo da arginina, elevando os niveis de L-ornitina e ureia na chamada via das
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poliaminas. Esse mecanismo também € dependente da arginase e favorece a

sobrevida do parasita no interior do vacuolo parasitéforo (Figura 6).

Eliminagdo do
parasita

Oxido
nitrico

IL-12
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Figura 6: Regulagao da infeccéo de Leishmania spp. por macrofagos e células dendriticas. Apds
a infeccgdo, tanto macréfagos quanto DC fagocitam o protozodrio e utilizam-se de diversas estratégias
para eliminar o parasito. Citocinas como IFN-Y produzidas por células TH1 ativam os macréfagos pela
via classica e estimulam a expresséo de iINOS e consequente producao de NO, importante para eliminar
0 parasito. Por outro lado, a producdo de IL-4 por outras células, como linfécitos TH2, por exemplo,
favorecem a ativagdo alternativa dos macréfagos, com aumento da expressdo de arginase e da
producdo de poliaminas, o que favorece a proliferacdo intracelular do parasita. Adaptado DONG and
JUDE,2012
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2.5.2 Imunidade adaptativa e a Leishmaniose

O equilibrio entre a amplitude da resposta imune do hospedeiro e a capacidade de
evasao do parasito associado a sua viruléncia constituem fatores determinantes para
o desenvolvimento da doenca ou sua eliminacdo. Nesse sentido, a diferenca entre
resisténcia e susceptibilidade era atribuido ao desenvolvimento de uma resposta
caracterizada pela presenca de células TCD4* do tipo Thl ou Th2, respectivamente
(JIAXIANG et al, 2003).No entanto, trabalhos mais recentes tém demonstrado que 0s
mecanismos de resisténcia ou vulnerabilidade a infeccdo dependem de mecanismos
mais complexos relacionados tanto ao hospedeiro quanto ao parasita, bem como a
coexisténcia de uma resposta Thl e Th2 ou a auséncia de uma resposta Thl
(BROMBACHER, 2012; ALEXANDER E BRYSON, 2005).

Ja esta bem estabelecido o papel das duas subpopulacdes celulares de linfocitos T
CD4* Thl e Th2 no modelo de Leishmaniose cutanea desencadeada pela infeccdo
com L. major. Neste modelo, uma forte polarizagdo Thl, associada com grande
producéo de IL-12 e IFN-y leva a resolucao espontanea da infeccdo em camundongos
C57BL/6. Em contraste, camundongos BALB/c infectados com a mesma espécie
apresentam uma resposta do tipo Th2, caracterizada por altos niveis de expresséao de
IL-4 e IL-10, o que culmina com aumento da carga parasitaria no hospedeiro (SACKS
AND NOBEN- TRAUTH 2002).

De modo geral, a capacidade do organismo de controlar o crescimento parasitario e
as formas clinicas mais ou menos graves esta diretamente relacionada com a maneira
gue as células do sistema imune interagem entre si. Nesse sentido, a resposta imune
adequada para o controle da carga parasitaria dependeria da ativacdo de linfocitos T
CD4* capazes de produzir citocinas IL-12 e IFN-y as quais levam a ativagao de
macrofagos e a um aumento da expressao de iINOS com consequente producdo de

NO e radicais superoxidos.

A enzima oxido nitrico sintase induzida (iINOS) € responsavel por catalisar a sintese
de 6xido nitrico (NO) a partir do aminoacido L- arginina (QADOUMI et al, 2002) e sua
expressédo é reduzida na presenca de citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-10,

caracteristicas de uma resposta do tipo Th-2. Esse quadro leva a uma diminui¢cdo da
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producdo de NO e aumento consideravel da carga parasitaria em macréfagos
humanos infectados, gerando as formas graves da infec¢cdo, como demonstrado para
L. major e L. infantum (BRANDONISIO et al, 2001).

Embora a dicotomia entre as reposta Th-1 e Th-2 relacionada respectivamente a
processos de resisténcia e susceptibilidade a infeccdo por L. major esteja bem
estabelecida, esse balanco entre Th-1/Th-2 € insuficiente para explicar o perfil de
infecgdo em modelos murinos desencadeados por L. amazonensis (CARNEIRO et al,
2015). Tal assertiva decorre de trabalhos que afirmam que baixos niveis de IL-4 foram
detectados em camundongos infectados por L. amazonensis e que o tratamento com
anticorpo anti-IL-4 n&o foi suficiente para reverter a susceptibilidade a infeccdo
(CORTES et al 2010; AFONSO and SCOT, 1993). Além disso, trabalho de HAI QI et
al (2004) demonstraram que a estimulacao de macrdéfagos com IFN-y in vitro induziu
a replicacdo de formas amastigotas em vez de elimina-los. Adicionalmente, modelos
de infeccdo in vivo demonstraram que IFN-y ndo esté relacionado com protecdo do
hospedeiro nos estagios iniciais da infeccdo por L. amazonensis (CARNEIRO et al,
2015). Assim, a elaboracdo de uma resposta imunoldégica eficaz frente a infec¢éo por
espécies de Leishmania spp. depende de uma harmoniosa interacdo entre as células
envolvidas, seja no desenvolvimento de uma resposta imune inata ou adaptativa.
Diante disso, as quimiocinas e as citocinas representam moléculas chave na

elaboracao da interacao célula-célula (JI et al, 2003).

As quimiocinas sdo pequenos peptideos responsaveis pelo recrutamento de diversas
populacdes celulares para o local da infeccdo durante a organizacdo e
desenvolvimento de uma resposta imune. Possuem, portanto, um papel chave no
processo inflamatério, pois séo capazes de determinar qual perfil celular devera ser
predominante no sitio da leséo, de acordo com a natureza do agente flogistico. No
contexto das leishmanioses, trabalhos de CHARMOY et al (2010) evidenciaram a
presenca de CCL3, CCL4, CCL5 e CCL20 produzidas por neutrofilos e responséaveis
por atrair células dendriticas para o sitio da infeccdo em um modelo murino de
infecc@o por L. major. Também RITTER and KORNER (2002), ao avaliar pacientes

infectados com L. mexicana, demonstrou que a forma localizada apresentava maior
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expressdo de CCL2, CXCL9 e CXCL10, enquanto na forma difusa da doenga ocorria
o predominio de CCL3 durante a resposta do tipo Th2.

As citocinas sdo proteinas imunomoduladoras que exercem sua funcdo por meio de
interacdes com receptores especificos da prépria célula (automodulagéo) ou células
vizinhas (paramodulacdo) (CARVALHO, PEARCE & SCOTT, 2008; LIESE,
SCHLEICHER & BOGDAN, 2008). No contexto das leishmanioses, a interacao entre
parasito e hospedeiro desencadeia um modelo de resposta relacionado com perfis de
resisténcia e susceptibilidade - resposta Thl e Th2, respectivamente - em que as

citocinas representam moléculas chave nesse processo.

A citocina IFN-y é produzida por linfécitos T e células NK. Sua funcéo no contexto das
leishmanioses € limitar o crescimento do parasita em macrofagos humanos e murinos,
induzindo a sintese ROS e NO nessas células (CARVALHO et al, 1992). Essa teoria
foi reafirmada por DEKREY et al (1998), que verificou que a neutralizacdo de IFN-y
em camundongos BALB/c infectados com L. braziliensis desencadeava um aumento
das lesbGes e do parasitismo local. Também PINHEIRO and ROSSI-BERGMANN
(2007) verificaram que IFN-y é necessério para reduzir o parasitismo em modelo

murino de infeccdo por L. major ao reduzir a expansao de populacdes de células Th2.

A citocina TNF-a é produzida por macréfagos e age em sinergismo com IFN-y
aumentando a ativacdo de iINOS e assim levando a morte mediada por 6xido nitrico
(CARVALHO, 2008; BOGDAN; ROLLINGHOFF; DIEFENBACH, 2000; LIEW et al.,
1990;). Porém, embora esta citocina seja relevante para o controle da infeccao, ela
também participa da patogénese das lesdes. Essa assertiva foi discutida em trabalho
de OLIVEIRA et al (2011) em que, em humanos infectados com L. braziliensis, houve
uma correlacdo entre o tamanho da ulcera, a producdo de TNF-a e o tempo de cura
das lesbes. Também a avaliagdo do soro de pacientes infectados por L. major
demonstrou que os baixos niveis desta citocina estéo relacionados com a severidade
da doenca. Paradoxalmente, camundongos C57BL/6 deficientes em TNF-a e
infectados com L. braziliensis desenvolveram lesbes maiores, com maior parasitismo,

durante a fase aguda da infeccdo (ROCHA et al, 2007).
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A citocina IL-12 bioativa, chamada IL-12p70, é formada pelas subunidades IL-12p40
e IL-12p35. A subunidade p40 é produzida exclusivamente por DCs e M®s (ZHANG
e WANG, 2008). IL-12 promove a diferenciacdo e a proliferacdo de células Thl
produtoras de IFN-y, citocina que estimula M®s a produzirem ROS e NO, levando a
morte dos parasitos (ALEXANDER et al, 1999; HORTA et al, 2012; KIMA e SOONG,
2013). No entanto, em modelos de infeccdo com Leishmania spp. foi verificado que o
parasito possui mecanismos capazes de contornar os efeitos desta citocina, uma vez
gue moléculas de fosfoglicano presentes em sua membrana plasmatica regulam
negativamente a expresséo de IL-12 e, consequentemente, inibem a expansao de
células Thl e a producdo de NO estimulada por IFN-y (BRANDONISIO et al, 2001).

A citocina IL-4 é produzida principalmente por linfécitos T e tem acdo moduladora do
sistema imune em modelo murinho de infeccao por Leishmania, regulando a secrecéo
ou inibindo os efeitos protetores de citocinas da resposta do tipo 1 como IFN-y e IL-
12, sendo relacionada a morbidade neste modelo (SILVA et al.,1994). Trabalhos em
gue foram utilizados modelos murinos infectados por L. braziliensis demonstraram que
IL-4 atua tanto na modulacao da resposta imune, regulando a producédo de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a e IFN-y (CASTELLANO et al, 2009), quanto na ativacao
da enzima arginase-1 que por sua vez tem a capacidade de competir com a INOS pelo
substrato L-arginina levando a uma menor producdo de NO e favorecendo a
proliferacdo do parasita. Por outro lado, a neutralizacdo de IL-4 em camundongos
BALB/c infectados por L. braziliensis promoveu a resolucéo das lesées em metade do
tempo necessério para os animais controle (DEKREY,1998). De forma semelhante,
camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e deficientes em IL-4
desenvolveram lesdes menores e com menor parasitismo, mesmo nao apresentando
um aumento na producéo de IFN-y (FELIZARDO et al, 2012).

A citocina IL-10 exerce um papel modulador na resposta imune frente a infecgdes por
Leishmania spp., regulando a ativagcdo de mediadores pré-inflamatérios produzidos
por monécitos (HURDAYAL et al, 2014). Lesdes ativas de pacientes infectados com
L. braziliensis apresentaram uma maior producéo de IL-10 quando comparado a
individuos controle. Acredita-se que este seja um mecanismo compensatorio em

resposta aos niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias nesses pacientes
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(CASTELLANO et al, 2009). Em estudo recente, foi demonstrado que formas
amastigotas de L. braziliensis induzem a expressao de IL-10 em ensaios com BMDMs,

por meio da interacdo do parasito com receptores TLR-4 (CALDINO et al, 2016).

Em modelos murinos de infeccdo por L. amazonensis, IL-10 contribui tanto para a
reducdo do dano tecidual, quanto para o estabelecimento da infeccdo. Camundongos
C57BL/6 deficientes em IL-10 apresentam lesfes semelhantes aos animais controle,

porém com maior area de necrose (JONES et al, 2002).
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3 Justificativa e relevancia deste trabalho

A leishmaniose tegumentar é um problema grave de saude publica no Brasil. Dentre
as espécies de maior importancia no pais, destacam-se a L. braziliensis e a L.
amazonensis. Pela sua alta prevaléncia ou pela gravidade das manifestacdes que
podem desencadear nas populacdes humanas, além da complexa interacdo com o
sistema imune de seus hospedeiros, estas espécies despertam atencao especial para
estudos na area.

A infeccdo por essas espécies em modelos murinos geram perfis de resisténcia e
susceptibilidade marcadamente diferentes. Embora muito infecciosa para humanos,
L. braziliensis é, em geral, eficazmente controlada por camundongos. Ja a L.
amazonensis causa lesGes progressivas nestes animais, além de determinar

diferentes manifestacdes clinicas em humanos, que podem incluira LCD e a LV.

Tanto em humanos, quanto em camundongos, a reacdo inflamatoria € um fator
importante na patogénese da LT. Lesdes teciduais causados pelo excesso de
mediadores inflamatérios sdo componentes significativos das leishmanioses. Assim,
o equilibrio entre a resposta inflamatoria, necessaria para o controle da multiplicacéo
dos parasitos, e a prevencédo das lesdes por ela causados é fundamental. A despeito
da grande importéancia da inflamacdo nas leishmanioses, seu desenvolvimento e
regulacdo nestas doencas ainda n&o foram completamente investigados.
Particularmente, ndo h& estudos cinéticos in vivo que permitam caracterizar as vias
de sinalizacdo inflamatérias envolvidas nos processos de resisténcia e
susceptibilidade a infec¢do, bem como também néo se sabe o papel desempenhado

por mediadores pré-resolutivos endégenos neste contexto.

Sendo assim, € de importancia estratégica caracterizar a resposta inflamatéria em
modelos de resisténcia e de susceptibilidade a infeccdo, particularmente no que se
refere as vias de sinalizacdo envolvidas em ambos os processos. Também é
fundamental a caracterizacdo da participacdo de mediadores pré-resolutivos em
modelos de resolucdo natural da leishmaniose. Além de representar um avango

significativo no conhecimento da doenca, o estudo destas moléculas e vias pode
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fornecer subsidios para a investigacdo de novas possibilidades terapéuticas para a
LT.

Considerando, entéo, a escassez de estudos caracterizando a ativacdo de vias de
sinalizacao inflamatdérias e a participacdo de mediadores resolutivos, como AnxAl na
infeccdo por Leishmania spp., foram iniciados estudos em nosso grupo de pesquisa
visando a avaliacdo de aspectos cinéticos e comparativos dessa resposta deflagrada
por L. braziliensis e L. amazonensis. Em sintese, nestes estudos, TESTASICCA
(2013) observou que camundongos BALB/c se apresentaram resistentes a infeccédo
por L. braziliensis, controlando o parasitismo tecidual e o processo inflamatoério, na
décima segunda semana pos-infec¢cao. Houve producéo precoce de IFN-y por células
do linfonodo e, histologicamente, presenca de infiltrado inflamatorio precoce e
autolimitado. Em contraste, camundongos BALB/c, susceptiveis a L. amazonensis,
desenvolveram lesdes progressivas, com parasitismo crescente. A producéo de IFN-
y foi observada apenas nove semanas pés-infeccéo e, histologicamente, observou-se
aparente retardo na infiltracdo celular, seguido de inflamacdo exacerbada, com
macréfagos intensamente parasitados e areas de necrose. Houve ativacao de ERK1/2
e NF-kB na infecgao por L. braziliensis, com posterior retorno aos seus niveis basais
associado a diminuigdo das lesdes. A expressado de AnxAl apresentou perfil similar &
curva de lesdo, o que coincidiu com a ativacao de caspase-3. Houve ainda producao
de lipoxina A4, durante todo o curso da infecgdo. Por outro lado, na infecgéo por L.
amazonensis ndo foram observadas alteracdes significativas na ativacdo de ERK1/2
e NF-xB, nas semanas iniciais. No entanto, uma forte reducéo da ativacdo de ERK1/2
ocorreu na quinta semana pos-infeccao, revertida na nona semana. Nesse momento,
observou-se também aumento da ativacdo de NF-kB e de anxAl. A infeccdo de
camundongos BALB/c deficientes em anxAl com L. braziliensis resultou em lesdes
maiores, com resolucéo tardia, em comparac¢ao aos controles.

Face aos resultados ja alcancados nessa linha de investigacao, propusemos aqui, dar
continuidade e a essa abordagem, complementando os dados gerados na infeccao
por L. braziliensis e avaliando os diversos parametros na infecgcéo por L. amazonensis
em camundongos BALB/c, como modelo de suscetibilidade a infecgcdo por
leishmaniose. Em todas essas condic¢des foi avaliado o desenvolvimento de leséo e o

parasitismo tecidual. Foi avaliado ainda, a cinética da infec¢do por L. amazonensis em
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camundongos deficientes em AnxAl, a expressdo de marcadores inflamatorios e da
proteina pro-resolutiva AnxAl. Por fim, os dados obtidos foram comparados com os
resultados prévios obtidos por nosso grupo na infeccdo de camundongos deficientes

de AnxAl por L. braziliensis.

Espera-se, com esta abordagem, contribuir para um maior entendimento dos
mecanismos e fatores que possam estar associados a resisténcia e suscetibilidade
as espécies de Leishmania, bem como da acdo dos marcadores resolutivos ao longo

do curso da infec¢do por estas espécies de protozodarios.



49

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel da AnxAl e da via de sinalizacdo de MEK/ERK1/2 no desenvolvimento
das lesbes e no parasitismo desencadeados pela infecgéo por L. braziliensis ou L.

amazonensis em modelo murino.

3.2 Objetivos especificos

v’ Caracterizar, comparativamente, a cinética da infeccao por L. braziliensis ou L.
amazonensis em camundongos BALB/c quanto ao desenvolvimento de lesdo em pata,

parasitismo tecidual e a producao de citocinas.

v’ Caracterizar o impacto da inibicdo da via MEK/ERK1/2, utilizando o inibidor
U0126, durante a infec¢do por L. amazonensis em camundongos BALB/c, quanto ao

desenvolvimento de lesdo em pata, parasitismo tecidual e a producéo de citocinas.

v" Investigar o efeito da inibicdo de MEK/ERK1/2 em modelo in vitro apés infeccéo
por L. amazonenses utilizando macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMSs)
obtidos de animais BALB/c.

v’ Caracterizar a cinética de infeccao por L. brasiliensis ou L. amazonensis em
camundongos BALB/c deficientes em AnxAl, quanto ao desenvolvimento de lesédo em

pata, parasitismo tecidual, producao de citocinas e ativacdo de vias sinalizadoras.

v Investigar o impacto da deficiéncia da AnxAl em modelo in vitro quanto ao
desenvolvimento da resposta inflamatdria frente a infeccéo
por L. brasiliensis em macrofagos derivados da medula éssea (BMDMs) obtidos de
animais WT e AnxAl KO.

v’ Avaliar os niveis séricos de AnxAl em pacientes com a formas cutinea e

mucosa da leishmaniose tegumentar causada por L. braziliensis.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais experimentais

Fémeas de camundongos BALB/c, com idade média entre cinco e seis semanas, foram
obtidos do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Minas Gerais.
Os animais receberam agua e racdo comercial ad libitum. Os animais AnxAl knockout
(AnxAl KO) com background BALB/c, bem como seus controles wild-type (WT), foram
gentilmente cedidos pela Dra. Patricia Martins, Fiocruz— IOC, Rio de Janeiro, Brasil.
Estes animais foram mantidos sob condi¢cdes controladas no biotério do Laboratério de
Imunofarmacologia, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas
Gerais. Os procedimentos adotados foram submetidos & Comissdo de Etica no uso de
Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG), protocolo numero
240/2016.

4.2 Parasitos

Formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis (cepa
IFLA/BR/67/PH8) e Leishmania (Viannia) braziliensis (cepa MHOM/BR/75/M2903)
foram cultivadas a 25°C, em meio de Grace (Sigma Aldrich Inc, St. Louis, MO, USA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB — LGC Biotecnologia, Cotia, SP,
Brasil); 2mM de L-glutamina (Sigma Aldrichinc), 100 U/mL de penicilina e 100ug/mL
de estreptomicina (Sigma Aldrichinc), pH 6,5.

Para manutencgéo da infecciosidade dos parasitos, os mesmos foram periodicamente
recuperados de camundongos BALB/c. Os parasitos foram submetidos a novos
repigues em meio de cultura a cada trés dias. Em todos os experimentos foram
utilizados parasitos com menos de quinze passagens em cultura (DE SOUZA et al,
2010).
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4.3 Infecgcdo dos animais experimentais

Parasitos obtidos de culturas no inicio da fase estacionaria de crescimento foram
lavados duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), através de
centrifugacéo a 1540 x g, a 4°C, por 10 minutos (min.). Para inoculacao, os parasitos
foram ressuspendidos em PBS. O volume total do inoculo foi de 40 pL/pata.
Camundongos com idade aproximada de seis a sete semanas foram inoculados por
via subcutanea, no coxim plantar da pata esquerda traseira, com 1 x 10° promastigotas
de L. amazonensis ou 1 x 107 promastigotas de L. braziliensis. Tal diferenca de inéculo
foi necesséria devido a baixa infecciosidade de L. braziliensis no modelo murino (DE
SOUZA-NETO et al, 2004). O curso da infeccado (edema de pata) foi acompanhado
semanalmente, utilizando-se um micrémetro digital (Western, Etilux, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Definiu-se como lesdo a diferenca de espessura entre a pata infectada e a
pata controle (AFONSO e SCOTT, 1993).

4.4 Tratamento dos camundongos infectados por L. amazonensis com o inibidor
de MAP cinase ERK1/2 - U0126

Os camundongos receberam uma administracéo intraperitoneal (1.P.) de U0126 (1,4-
diamino-2,3-diciano-1,4-bis [2- aminofeniltio] butadieno-sinalizacdo celular) 3 mg / Kg
/ IP diariamente por sete dias consecutivos. A solucdo de U0126 foi preparada em
solugdo de DMSO de acordo com o protocolo do fabricante e misturada com solucéo
salina estéril antes do uso. Foram estabelecidos dois esquemas de tratamentos para
dois grupos de animai: O Primeiro grupo recebeu o inibidor U0126 apés 4 semanas
de infeccdo. O tratamento ocorreu por sete dias consecutivos e 0s animais foram
eutanasiados na sequéncia, ou seja, na quinta semana de infeccdo para realizacao
das analises propostas. Ja o0 segundo grupo recebeu o inibidor U0126 apds duas
semanas de infeccdo. O tratamento ocorreu por sete dias consecutivos e,
posteriormente, os animais foram mantidos no biotério com acesso a agua e racéo e
eutanasiados na sexta semana apOs a infeccdo para realizacdo das analises

propostas
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4.5 Obtencao de antigeno particulado de Leishmania

Parasitos obtidos de culturas no inicio da fase estacionaria de crescimento foram
lavados duas vezes com PBS, através de centrifugacdo a 1540 x g, a 4°C, por 10 min.
Em seguida, foram submetidos a sete ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e
descongelamento a 37°C. A eficiéncia de lise dos parasitos foi acompanhada por
microscopia optica (AFONSO e SCOTT, 1993). A dosagem de proteina dos extratos
obtidos foi feita pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando-se um
reagente comercial (Sigma Aldrich Inc.), de acordo com as orienta¢des do fabricante.

4.6 Estimulacéo de células mononucleares in vitro e quantificacao de parasitos

Em diferentes momentos pds-infeccdo, os animais foram submetidos a eutanasia. A
pata infectada e o linfonodo popliteo drenante foram coletados. ApGs processamento
dos linfonodos em homogeneizador de vidro, coletou-se a suspenséo celular ajustou-
se sua concentracdo para 5 x 10° células/mL, em meio de cultura completo para
células e tecidos (CTCM), composto por DMEM suplementado com 10% de SFB, 2
mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 25 mM
de HEPES (Sigma Aldrich Inc.), pH 7,2. As células foram distribuidas em placas de 48
pocos e estimuladas com 50 pg/mL de antigeno particulado homdélogo de Leishmania
ou 10ug/mL de concanavalina A (ConA) como controle positivo. O préprio meio de
cultura CTCM foi utilizado como controle negativo (COELHO et al, 2003). O
sobrenadante foi coletado apds 48 horas de incubacdo a 37°C, 5% de COq2, e
armazenado a -20°C, para posterior dosagem de citocinas (CARVALHO et al, 2012a).
Para quantificacdo de parasitos, utilizou-se a técnica da diluicdo limitante. As patas
foram processadas em homogeneizador de vidro, em meio de Grace, pH 6,5. Para
retirada de debris grosseiros, centrifugou-se a suspensao obtida a 50 x g, a 4°C, por
1min. O sobrenadante foi coletado e centrifugado a 1540 x g, a 4°C, por 10min. O
pellet obtido foi ressuspendido em meio de Grace suplementado com 10% de SFB,
2mM de L-glutamina, 100U/mL de penicilina e 100ug/mL de estreptomicina. Essa
suspensao de parasitos foi submetida a diluicdo seriada, na proporcdo de 1:10, em
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placa de cultura de 96 pocos. Apds incubacao a 25°C durante 15 dias, os pogos foram
avaliados com relacdo a presenca de parasitos. Os resultados foram expressos como
logaritmo negativo do titulo de parasitos, que corresponde a ultima diluicdo na qual
observaram-se parasitos viaveis (DE SOUZA et al, 2010). Alternativamente, o
parasitismo tecidual foi avaliado por PCR em tempo real (VITALE et al., 2004), de
acordo com protocolos ja padronizados em no laboratério de Biologia Molecular
(ACT/FAFAR).

4.7 Cultivo de células L929 para obtencdo de Macréfagos derivados de Medula
O0ssea (BMDM)

Fibroblastos murinos da linhagem L929, produtores de fator estimulador de colénia de
macrofagos (M-CSF), foram gentilmente cedidas pelo Dr. Luis Carlos Crocco Afonso,
da Universidade Federal de Ouro Preto, e foram cultivadas em meio de cultura
completo para células e tecidos CTCM (Dulbecco's Modified Eagle's medium — DMEM,
suplementado com 10% de SFB inativado, L-glutamina 2mM, penicilina G 100U/mL,
50uM de mercaptoetanol (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suica) e HEPES 25mM, pH
7,2). Em concentracgdo inicial de 2 x 10° células/mL). As células foram incubadas a
37°C, 5% de CO2, com trocas de meio de cultivo a cada 48 horas, até as células se
tornaram confluentes. Apdés sete dias de cultura, o sobrenadante foi coletado,
centrifugado (1540 g, 4°C, 10 minutos) e esterilizado por filtragdo. Como o fator de
diferenciacdo estd presente no sobrenadante e objetivando novas coletas para
manutencdo e estoque, foi adicionado meio fresco as culturas até a obtencdo de uma
qguantidade suficiente para todos os ensaios. O sobrenadante foi estocado a -80°C,

até o momento do uso.

4.8 Obtencao de Macrofagos derivados de Medula 6ssea (BMDMs)

Os BMDMs (Bone marrow derived macrophages) foram obtidos segundo protocolo
descrito por BOLTZ-NITULESCU et al (1987). Camundongos BALB/c foram

eutanasiados por deslocamento cervical. Em seguida, foram dissecados
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assepticamente os fémures e as tibias. Os ossos foram mergulhados por dois minutos
em alcool 70°GL e lavados com PBS contendo 5% de SFB inativado. Em seguida, as
epifises foram cortadas e as diafises 6sseas lavadas com PBS, suplementado de 5%
de SFB, para retirada da medula 6ssea. As células foram ressuspendidas em meio de
diferenciagcdo (DMEM suplementado com 20% de sobrenadante de cultura de L929,
10% de SFB, 1% de L-glutamina e 100 U/mL de penicilina G), distribuidas em garrafas
de cultura e incubadas a 37°C, 5% de CO2. Quarenta e oito horas apos a retirada da
medula 0ssea, foi adicionado mais 20 ml de DMEM com 20% de meio de diferenciacao
(LCCM) as garrafas de cultura. No 7° dia de cultura, o sobrenadante foi aspirado e
descartado. Em cada placa, adicionou- se 2 mL de tripsina para desagregacao das
células da parede do recipiente, seguido de incubacao a 37°C, 5% de CO2, por 3
minutos. Ao fim do periodo de incubacéo, foi adicionado 10 ml de DMEM +10% SFB
para neutralizar a acdo da tripsina. A suspensao celular foi transferida para tubos
estéreis de fundo cdnico, lavadas com PBS e tiveram sua concentragdo ajustada para
1 x 108 células/mL, em meio CTCM. Ao fim do processo de diferenciacdo, obteve-se,
em média, 60 - 77% de BMDMs, em relacdo ao numero inicial de células isoladas da

medula 6ssea dos animais.

4.9 Infeccdo de BMDMs por L. amazonensis ou L. braziliensis

Para infec¢do foram utilizadas 5x10° formas promastigotas L. braziliensis ou L.
amazonensis, provenientes de cultura axénica em fase estacionaria, submetidas a
centrifugacédo de 50xg por 10 minutos para separar 0s parasitos mortos. Em uma
chamber slide (Lab-Tek®) foram adicionados 1x10° BMDMs e, apés duas horas de
fixacdo, a placa foi lavada com PBS1X e adicionou-se os 5x10° parasitas por poco. O
tempo de infeccao foi de trés horas e apos esse periodo, 0os po¢os foram novamente
lavados com PBS. Finalmente, apds os tempos de 6, 24 e 48 horas de infec¢do as
amostras foram coradas com Panético rapido (Laborclin, Pinhais, PR, Brasil),
conforme instrucdes do fabricante. A andlise de infecciosidade foi feita por contagem,
utilizando um microscopio 6tico Olympus BX50 (Olympus, Center Valley, PA, USA).
Determinou-se o numero de células infectadas e nado infectadas de acordo com a
presenca de parasitos nos vacuolos parasitoforos dos BMDMs. A analise estatistica

foi realizada através do teste pareado de t-student.
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4.10 Tratamento de células BMDMs com os inibidores de MAP cinase U0126 ou

Selumetinib anteriormente a Infec¢cdo por L. amazonensis

Alternativamente, macréfagos derivados de medula éssea (BMDM) de camundongos
BALB /c foram submetidos ao pré-tratamento durante duas horas com inibidor de
cinase U0126 na dosagem de 15 uM / well (Cell Signaling Technology, Beverly MA).
Paralelamente, outro grupo foi pré-tratado com SELUMETINIB 15 uM/ well (Selleck
Chemical’'s — USA- cat: AZD6244) Em seguida, promastigotas de fase estacionaria de
L. amazonensis foram adicionadas aa culturas a uma multiplicidade de infeccéo (MOI)
de 5: 1. Apds 3 h de infeccdo, as células foram lavadas com PBS para remover
parasitas extracelulares e incubadas com meio fresco a 37 ° C em 5% de CO2. A
infeccdo dos macréfagos foi avaliada nos tempos de 0, 3, 24 e 48 horas apés a
infeccédo, utilizando o kit de coloragdo de Giemsa (Laborclin, Brasil), de acordo com
as instrucfes do fabricante. Determinou-se o numero de células infectadas e nao
infectadas e o nimero de parasitas presentes nas células infectadas. Um minimo de

200 macréfagos por lamina foram examinados.

4.11 ELISA para quantificagcao de citocinas

A quantificagdo de citocinas em sobrenadante de cultura foi feita por enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Foram utilizados kits da linha BD OptEIA (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA) para dosagem das citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-10 e
IL-4, de acordo com orientacbes do fabricante. Placas de 96 pocos foram
sensibilizadas com os anticorpos de captura overnight, a 4°C. Em seguida, foram
lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e secas em papel toalha. Foram
adicionados, entdo, o padréo e as amostras, e seguiu-se a incubagdo a temperatura
ambiente, por duas horas. As placas foram lavadas e os pocos receberam o reagente
de deteccdo, contendo o anticorpo de deteccdo e 0 reagente enzimatico. Apés
incubacao por uma hora a temperatura ambiente, as placas foram novamente lavadas,
para adicdo do substrato enzimatico H202 e do reagente de cor, orto-fenilenodiamina

(OPD - Sigma Aldrich Inc.). Apdés trinta minutos de incubacao a temperatura ambiente,
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ao abrigo da luz, a reacgéo foi interrompida pela adicdo de H2SO4 3mol/L. Procedeu-se
a leitura espectofotométrica a 492 nm, utilizando o leitor Emax Molecular Devices e 0
software SoftMax Pro 5.2 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA, USA).

4.12 Andlises histoldgicas

ApoOs o procedimento de eutanasia, as patas infectadas foram coletadas e fixadas em
formol tamponado 10%, por um periodo minimo de 48h. Fragmentos desses tecidos
foram processados rotineiramente por meio do processador automatico de tecidos
Lupetec® Modelo PTO5 (Lupe Indastria Tecnolégica de Equipamentos para
Laboratério LTDA, Séo Carlos, SP). Apds o processamento, os fragmentos de coxim
plantar foram incluidos em parafina a 60°C, submetidos & microtomia com cortes de 4
um e corados com hematoxilina-eosina (H&E). Os cortes corados assim obtidos foram
fixados entre lamina e laminula para que fossem analisados. As imagens foram
digitalizadas com o auxilio do microscépio 6ptico de captura Leica® DM500 por meio
do software Leica Aplication Suite versdo 2.4.1 (Leica,Wetzlar, Germany). As anélises

histopatoldgicas foram feitas por um patologista no modelo “simples cego”.

4.13 Analises de Western blot (WB)

As patas infectadas foram coletadas e os coxins plantares foram isolados. Os
fragmentos de tecido ou BMDMs infectados, adicionou-se solugéo de lise, composta
por 1% NP-40, 100mM de Tris/HCI pH 8,0, 10% glicerol, 0,2mM EDTA, 1 mM NaVOs,
1ImM DTT, 1 mM PMSF, 200mM NaCl, 25mM NaF, leupeptina e aprotinina. Os tecidos
foram, entdo, homogeneizados em ultraturrax Power Gen 1000 (Fisher Scientific/IKA,
Zuideinde, Netherlands). ApoOs incubacdo em gelo por 15 minutos, o lisado foi
centrifugado (12000 rpm, 15 min., 4°C) e o sobrenadante aliquotado e armazenado a
-20°C até o momento do uso. A dosagem de proteinas totais das amostras foi feita
pelo método de Bradford, utilizando-se kit Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad

Laboratories, CA, USA), de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Para cada
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amostra, 50 pg de proteina serdo desnaturados pela adicdo de tampao contendo 10%
SDS, 10% p-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0,05% azul de bromofenol, 0,250M
Tris/HCI pH 6,8, e incubacdo a 100°C, por 5 min. Os extratos proteicos foram
fracionados em gel de poliacrilamida/SDS a 10-15%, e transferidos para membranas
de nitrocelulose (Hybond™ ECL™, GE Healthcare, Buckinghamshire, NA, UK). As
membranas foram bloqueadas com PBS contendo Tween 0,1 % (PBS-T) e 5% de leite
em po desnatado por uma hora, lavadas com PBS-T e incubadas overnight em
presenca do anticorpo primario de interesse, a 4°C. Serao utilizados os anticorpos
anti-anexina Al (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), anti-B-actina (Sigma Aldrich Inc),
anti-INOS (Santa Cruz Biotechnology Inc, Dallas, TX, USA) anti-caspase-3 clivada,
anti-formas fosforiladas das proteinas ERK1/2, NF-kB p65 e p44/42 (MAPK) ERK1/2
#9102 (os quatro ultimos da Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA). Em
seguida, as membranas foram novamente lavadas com PBS-T e incubadas com o
anticorpo secundario apropriado conjugado a peroxidase, por uma hora, a
temperatura ambiente. Por fim, as membranas foram incubadas em solugéo
reveladora ECL-Plus (GE Healthcare), expostas contra filme de raio X (Hyperfilm ECL,
GE Healthcare) e reveladas utilizando-se relevador e fixador Kodak, de acordo com
as instrucdes do fabricante (VAGO et al, 2012). A andlise densitométrica das bandas
obtidas foi feita com o software ImageJ 1.46r (National Institutes of Health, USA). Apos
normalizacdo pela expressao da proteina constitutiva B-actina, os dados foram

expressos em unidades arbitrarias (UA)

4.14 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao. Foram analisados por
ANOVA seguida do pés-teste de Newman-Keuls, ou pelo teste t de Student, de acordo
com as caracteristicas de cada experimento, utilizando-se o software GraphPad Prism
versdo 5.0.3 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, USA). As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas se P <0.05. Os resultados séo

apresentados como média + SD.
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5. Resultados e discussao

Com o objetivo de proporcionar uma melhor compreensao deste trabalho e tornar sua

apresentacdo mais didatica, os resultados e discusséo foram divididos em 4 secdes:

v

Na primeira secdo, parametros basicos da infeccdo de camundongos BALB/c
por L. braziliensis e L. amazonensis foram caracterizados como modelos de

resisténcia e suscetibilidade, respectivamente.

A segunda sec¢éo aborda o papel da via de sinalizacdo MAPK ERK 1/2 e sua

inibicdo por U0126, ao longo do curso da infeccao por L. amazonensis.

Na terceira sec¢ao avaliamos o papel da AnxAl e seu envolvimento no curso
da resposta inflamatoéria, na infeccdo de camundongos BALB/c por L.

braziliensis (artigo publicado no periddico “The Journal of Immunology”, 2017).

A quarta secao aborda o papel da AnxAl no decorrer da resposta inflamatéria
em camundongos BALB/c, infectados por L. amazonensis, dado que o
parasitismo por esta espécie constitui-se em um modelo que apresenta curso
da infeccdo e resposta imunoldgica completamente diferentes da primeira

(modelo de resisténcia), justificando esta segunda abordagem.
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5.1- Secéo 1

5.1.1: A infeccdo de camundongos BALB/c por L. braziliensis tem resolucéao
natural, enquanto animais infectados por L. amazonensis desenvolvem lesdes

progressivas

A infeccé@o por L. braziliensis em BALB/c é caracterizada por um modelo de cura e
resolucdo de lesdes, enquanto a infeccdo por L. amazonensis estd associada ao
desenvolvimento de lesdes progressivas e a incapacidade de resolver a infeccéo
(TESTASSICA, 2013; SOONG et al, 2012). Inicialmente, afim de validar esses perfis
distintos e estabelecer uma base para 0s parametros comparativos subsequentes, foi

conduzida a caracterizag&o dos dois modelos de infecgéo.

Camundongos BALB/c fémeas foram inoculados com 1x107 promastigotas de L.
braziliensis ou 1x10° promastigotas de L. amazonensis e o desenvolvimento das
lesbes foi monitorado semanalmente. Como observado na Figura 7, o
desenvolvimento da leséo nos camundongos BALB/c foi marcadamente diferente para
as duas espécies de Leishmania estudadas. Camundongos inoculados com L.
braziliensis desenvolveram lesfes discretas nas primeiras semanas apos a infeccao,
cuja espessura maxima foi atingida em duas semanas e foi significativamente maior
gue a desenvolvida pelos camundongos inoculados com L. amazonensis. A partir da
quarta semana poés-infeccdo, observou-se reducdo gradativa no tamanho da lesédo
causada por L. braziliensis, culminando na auséncia de edema detectavel, a partir da
sexta semana poés-infeccdo. Em contraste, os animais inoculados com L. amazonensis
apresentaram um atraso no desenvolvimento da lesdo, que sé se tornou visivel apos
a quarta semana poés-infeccdo. Posteriormente, o tamanho da lesdo aumentou
progressivamente e tornou-se estatisticamente diferente dos animais inoculados com
L. braziliensis, a partir da quinta semana. Por razdes éticas, na hona semana apos a

infeccdo, os animais foram eutanasiados (Figura 7).
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Figura 7 — Curva de desenvolvimento de lesdo em camundongos inoculados com L.
amazonensis ou L braziliensis. FEmeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata esquerda
traseira com 1x10° promastigotas de L. amazonensis ou 1x107 promastigotas de L. brasiliensis .
Semanalmente, foi acompanhado o desenvolvimento da lesdo, a partir da diferen¢a de espessura entre
a pata inoculada e a pata controle. Sdo apresentados a média e o desvio-padrdo de ao menos quatro
animais por grupo. As comparacdes entre as espécies, para cada tempo avaliado, foram feitas por teste
t de Student; (*)indica diferencas (p < 0,05) entre os grupos nos tempos avaliados.

Além da medida da lesdo, o parasitismo também foi avaliado. Essa analise foi
realizada em diferentes momentos pos-infec¢do os quais foram definidos em funcgéo
das curvas de desenvolvimento da lesdo: duas semanas de infeccdo, momento do
apice da lesdo na infeccao por L. braziliensis; cinco semanas de infeccdo, quando se
observa a reducdo da lesédo de L. braziliensis e a progressao da lesdo por L.
amazonensis; e ao final do experimento, ou seja, nona semana para L. amazonensis

e décima segunda semana para L. braziliensis (Figura 7).

Nos animais inoculados com L. braziliensis (Figura 8), observou-se maior nimero de
parasitas na segunda semana ap0s a infeccdo, coincidente com o tamanho maximo
da lesdo. No quinto periodo pos-infeccao, o parasitismo tecidual diminuiu, refletindo a
redugéo do tamanho do edema. Doze semanas poOs-infecgdo, nenhum parasito foi
detectado nas patas dos animais, evidenciando o controle efetivo da infeccao pelos

camundongos e a resolugao das lesoes.

Em contraste, nos animais inoculados com L. amazonensis, 0 parasitismo tecidual

aumentou progressivamente. Na segunda semana pés-infecgdo, em que ainda nao
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havia leséo visivel nos animais, o parasitismo tecidual foi equivalente ao observado
no apice da infeccdo por L. braziliensis. Na quinta e nova semanas pos-infeccao, as
cargas de parasitas foram significativamente mais elevadas, em comparacdo aos
niveis da segunda semana, fato que demostra que os animais infectados por L.

amazonensis ndo conseguiram controlar a infeccdo (Figura 8)
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Figura 8 — Parasitismo em camundongos inoculados com L. braziliensis ou L. amazonensis.
Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata esquerda traseira com 1x10°
promastigotas de L. amazonenses 1x107 promastigotas de L. brasiliensis. Em diferentes tempos poés-
infec¢do, os animais foram submetidos a eutanasia. Suas patas foram coletadas e processadas para
determinacéo do parasitismo tecidual, pela técnica da diluicdo limitante. S&o apresentados a média e
0 desvio-padrao de quatro animais por grupo. Os dados foram analisados por teste t de Student.

Para caracterizar melhor os modelos de resisténcia (infeccdo por L. braziliensis) e
suscetibilidade (infeccao por L. amazonensis), a producéo de citocinas foi avaliada
por células isoladas dos linfonodos drenantes em resposta ao antigeno especifico
apos a reestimulacéo in vitro (Figuras 9). Producao aumentada de IFN-y, em resposta
ao AgLb foi observada por células isoladas de animais infectados por 2 semanas por
L. braziliensis. Essa producéo foi maior que a das células de animais infectados por
24h. Curiosamente, a producdo desta citocina em resposta ao AgLb foi menor
naqueles animais infectados por 12 semanas (Figura 9A). Portanto, esses dados
mostram a importancia da producéo precoce de IFN-y para o controle da infecgéo por
L. braziliensis e também a transitoriedade dessa resposta, uma vez eliminada a
infeccdo. Em contraste com a cinética de produgéo de IFN-y no modelo de resisténcia,

células de animais infectados por L. amazonensis por 24 horas ou 2 semanas
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produziram baixos niveis de IFN-y em resposta ao AglLa, apos reestimulagéao in vitro.
No entanto, células de animais submetidos a eutanasia, apos 9 semanas de infeccéo
produziram altos niveis desta citocina, em resposta ao AgLa (Figura 9C). Em relacao
a IL-10, maior producdo foi observada por ceélulas de animais infectados por 2
semanas por L. braziliensis (Figuras 9B). No modelo de suscetibilidade, os niveis de
IL-10 mantiveram-se basais nas primeiras cinco semanas de infec¢cdo e aumentaram

na nona semana de infec¢do, apos o estabelecimento do parasitismo (Figura 9D).
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Figura 9: Producédo de IFN-y e IL-10 por células dos linfonodos drenantes de camundongos
inoculados com L. braziliensis ou L. amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c foram
inoculadas na pata esquerda traseira com 1x107 promastigotas de L. braziliensis ou 1x10°
promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos pés-infec¢do, animais foram submetidos a
eutanasia e os linfonodos drenantes das patas inoculadas foram coletados e processados. As células
obtidas foram estimuladas in vitro com antigeno particulado de L. braziliensis ou L. amazonensis por
48 horas, a 37 °C e 5% CO2. Por ELISA, foram quantificadas as citocinas IFN-y ( Figuras A e C): 24
horas, 2 e 9 semanas; e IL-10 (Figuras B e D): 2, 5 e 9 semanas. Sao apresentados a média e o desvio-
padrdo de dois experimentos semelhantes. Os dados foram analisados por ANOVA, com pés-teste de
Newman-Keuls.
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5.1.2 Discussao Sessédo 1

As infeccdes por espécies diversas de Leishmania podem resultar em um amplo
espectro de manifestacdes clinicas cujo resultado é determinado pela complexa rede
de interacdes estabelecidas entre o parasita e o hospedeiro (LEITE et al, 2012).
Dentro deste contexto e objetivando melhor compreender o0s mecanismos
responsaveis pela pluralidade de sinais e sintomas decorrentes do parasitismo por
essas espécies, nosso grupo de pesquisa realizou estudos que avaliaram perfis de
infeccdo, desenvolvimento de leséo, resposta imune e inflamatéria proveniente da
infecgao por Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis em modelo murino,
espécies estas responsaveis por desencadear perfis de resisténcia e susceptibilidade,

respectivamente.

Confirmando os resultados apresentados por TESTASSICA et al (2013) que também
comparou a cinética de infeccdo entre estas duas espécies, neste presente trabalho
demonstramos que no modelo de resolucdo, representado pela infeccdo de L.
brasiliensis, o0 apice da lesdo e do parasitismo ocorrem na segunda semana de
infeccdo e, posteriormente, decaem até completa eliminacdo do parasita na sexta
semana. Por outro lado, no modelo susceptibilidade representado pela infeccédo por
L. amazonensis, foi observado que nos estagios precoces da infeccdo este
protozoario manipula o sistema imune do hospedeiro no sentido de manter a resposta
imunoldgica abaixo dos limiares de patogenicidade e favorecer o curso “silencioso” da
infeccdo até a quinta semana, uma vez que apos este periodo, € observado aumento
continuo da lesdo e da carga parasitaria. Esses dados vao ao encontro dos trabalhos
de SOONG (2012) e MAOILI (2004) os quais ja haviam relatado perfis de semelhantes
de infeccdo por estas duas espécies utilizando como modelos murinos de estudo

camundongos BALB/c e C57BL/6, respectivamente.

Em relacdo a resposta imunologica, nossos dados demonstraram perfis heterogéneos
para producdo de citocinas chave na modulacédo do curso infeccioso. Enquanto no
modelo de resisténcia foi observado aumento dos niveis de IFN-y na segunda semana
de infeccdo, concomitante com o &pice do parasitismo e lesdo, no modelo de
susceptibilidade, niveis aumentados desta citocina foram observados apenas nas

fases tardias do parasitismo, quando o organismo ja ndo é mais capaz de controlar a
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carga parasitaria. No contexto das leishmanioses, o papel do IFN-y é relacionado com
0 controle do parasita uma vez que esta citocina possui a capacidade de atuar sobre
populacdes celulares importantes como o0s macréfagos ativando-as e,
consequentemente, induzindo a sintese de NO responsavel pela atividade
leishmanicida da célula (CARVALHO et al, 2012). De modo semelhante, FAGUNDES
et al, (2011) avaliando perfil de resposta celular em camundongos C57BL/6 infectados
pelo virus da dengue, verificou que niveis elevados de IFN-y associados com IL-12 e
IL-18 sdo responsaveis por mediar mecanismos de resisténcia no hospedeiro.
Também, PINHEIRO e ROSSI-BERGMANN (2007) relatou que camundongos
C57BL/6 deficientes para esta citocina e infectados por L. amazonensis apresentavam

lesBes e parasitismo maiores que os animais WT.

Por outro lado, dentro do contexto da infeccdo por L. amazonensis, existem estudos
que relataram papel controverso desta citocina, ao longo do processo de infeccéo.
CARNEIRO et al (2015) observou que, em momentos precoces da infeccao, a
presenca de IFN-y no sitio da lesdao induz a migracdo de macrofagos e linfécitos
TCDA4* para a regido favorecendo a infeccéo destas células e, consequentemente, o
parasitismo. Também QI et al (2004) avaliando o processo de infeccdo IN VITRO de
macréfagos murinos pré-estimulados com esta citocina, observou aumento da carga
parasitaria no interior células e correlacionou, entre outros fatores, com o aumento da

producado de arginase e maior capacidade fagocitica da mesma.

Em relacéo a IL-10, nossos resultados demonstraram que no apice do parasitismo, ou
seja, na segunda semana de infec¢cdo por L. braziliensis e na oitava semana de
infeccdo por L. amazonensis 0s niveis desta citocina apresentavam-se elevados,
provavelmente estimulados pelo parasita na tentativa de gerar um ambiente menos
hostil e capaz de favorecer o sucesso da infeccdo. Colaborando com 0s nossos
achados, trabalhos de KANNE e MOSSER (2017) ja haviam relatado que formas
amastigotas de Leishmania spp atuam via receptor FC-y dos macrofagos na inducéo
da expressao de IL-10, o que faz com que estas células se tornem menos responsivas
ao IFN-y, fato que dificulta sua respectiva ativacdo e consequente produgcao de NO.
Também JIAXIANG et al (2003), avaliando o modelo de infeccdo de camundongos
C57BL/6 por L. amazonensis verificou que este parasita induz resposta imune do tipo
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Th2 com aumento dos niveis de IL-10 e reducéo de citocinas Thl, fato que também
favorece o estabelecimento da infeccéo.

Face aos dados apresentados, foi possivel validar os dois padrées distintos entre o
perfil de lesdo, parasitismo e a resposta imune deflagrados pela infeccdo por L.
braziliensis e L. amazonensis, no mesmo hospedeiro. Essas diferencas nos levaram
a supor possiveis mecanismos regulatorios das vias de sinalizacao celular sobre estes

padrdes desencadeados ao longo do processo de infeccao.

A ativacdo de vias de sinalizacdo associadas a resposta imune inata e inflamacéo
ocorre em estagios precoces dos processos infecciosos e determinam eventos
posteriores associados a resposta do hospedeiro e a infeccéo, incluindo a resposta
imune adaptativa (SOMENSI et al , 2017; XIN et al, 2008; YANG et al 2007).
Consistente com essa hipo6tese, resultados anteriores obtidos por nosso grupo
demonstraram que no modelo de infec¢do por L. braziliensis ocorre um aumento da
ativacdo de ERK 1/2 na segunda semana de infeccao, o qual coincide com o apice do
parasitismo tecidual. Posteriormente, os niveis de fosforilagdo desta proteina decaem
progressivamente até atingir os niveis basais na quinta semana, periodo em que o
quadro infeccioso foi debelado (OLIVEIRA et al. 2017). De forma contraria, no modelo
de resisténcia, ndo h& aumento da fosforilagio de ERK1/2 induzida por L.
amazonensis nos momentos inicias da infe¢do, sendo estes comparados aos niveis
basais. De forma interessante, com o avancar da infeccdo ha um completo
desaparecimento dos niveis de ERK1/2 fosforilados que € recuperado somente nos
estagios de aumento de leséo tecidual (Figura 10). Este fato nos estimulou a investigar
o papel da via de sinalizacdo MAP cinase ERK 1/2, ao longo do curso da infec¢éo por
L. amazonensis (sec¢do 2), considerando que, ao contrario de L. braziliensis, na
infeccdo por esta espécie ha um retardo na producao de citocinas pré-inflamatérias e
regulatérias, o que coincide com aumento no edema da pata infectada e no

parasitismo tecidual.
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5.2: Secéo 2:

Papel da via de sinalizac&o celular ERK 1/2 no contexto da

infecc&o por Leishmania amazonensis

5.2.1 - A inibic&do da fosforilacdo da ERK1/2 em estagio especifico da infeccéo
por L. amazonensis tem efeitos dramaticos no desenvolvimento da lesédo, na

carga parasitéria e na resposta inflamatdria em camundongos BALB/c

Entre as vias de sinalizacdo que afetam a reposta inflamatéria em condi¢cdes
infecciosas (SAWATZKY et al, 2006), MAPK ERK1/2 tem sido associada a infeccéo
por Leishmania (OLIVEIRA et al, 2017; YANG et al, 2007), embora varios aspectos
associados ao seu papel no curso da infeccdo ainda nao foram completamente
investigados. Com o objetivo de melhor compreender o papel da ativacao e/ou inibi¢do
desta via de sinalizacdo, ao longo do processo de infecgédo por L. amazonensis em
modelo BALB/c, incialmente foram avaliados os niveis de ERK 1/2 fosforilados e total,

em diferentes momentos ao longo de 9 semanas de infecgao.

Como pode ser observado na figura 10 (A e B), os niveis de fosforilacdo de ERK 1/2
se mantiveram equivalentes aos niveis basais ao longo das primeiras semanas de
infeccdo. Entretanto, foi observado uma brusca reducéo do perfil de ativagdo desta
proteina na quinta semana de infeccao, periodo este que coincide com o aumento da
lesé@o e da carga parasitaria (Figuras 7 e 8, respectivamente). Ja na hona semana de
infeccdo é possivel observar um aumento dos niveis de fosforilacdo de ERK 1/2. De
modo complementar, também foram avaliados a ativacdo da via NF-kB (subunidade
p-65) e o0s niveis de caspase 3 ao longo do processo de infeccdo. Nossos resultados
demostraram niveis elevados de ambos marcadores somente em momentos tardios
do processo infeccioso, mais precisamente 9 semanas apoés inoculagdo do parasita
(Figura 10 A e densitometrias 10C e 10D).



67

Leishmania amazonensis

(A)
NI 24h 2 semanas 5 semanas 9 semanas
e = = e
S nmeog .- |
; |
| . o T
- | | P-p65
~ - - -— ‘I ‘ -i | NF-kR
|

caspase-3
clivada

B-actin

(B) s (C) 1:

. o ak
2E | = £t 1
T T =E 109
=2 —£
g% abod E $ T
E:C = 5 T E-ﬁ 054 T
LU:E ab.c w2
a5 - 2 J;'

I o
T 0.0 T

T T T T T T T T
Controle 24 horas 2 semanas § semanas 9 semanas Contrdle Z4horss 2 semans  §oemaenss O semanss

Tenpo pds-infeccao por L amazonensis Tempo pds-infeccdo par L. amazonensis

S

—
Ln

B
a b

&
R
_|

(=]
in

Caspase-1 clivada [ I-actina
{unidades arbitrarias)

i —

T T
Controle Mhorsx  liemensr Soemanes 0 semanss

=4
=]

Tempo pos-infeccdo por L amazonsnsis

Figura 10: Estado de ativagdo de proteinas sinalizadoras envolvidas na inflamacéo e vias
apoptéticas apos infeccdo por L. amazonensis. Os animais foram infectados na pata traseira
esquerda com 1 x 10°% promastigotas de L. amazonensis. Apds 24 horas, 2, 5 e 9 semanas de infecgao
os tecidos de suas patas foram coletados e as amostras processadas e avaliadas por Western
blottingting. (A) Andlise de Western blotting de p-ERK 1/2, P-p65 / RelA (NF-kB), caspase-3 clivada e
normalizagao por (-actina apos 24 horas, 2, 5 e 9 semanas de infeccao. A analise densitométrica das
bandas p-ERK1 /2 (B), p-p65 (NF-kB) (C) e caspase-3 (D) normalizadas para B-actina sdo mostradas.
Os dados séo representativos de dois experimentos, com resultados semelhantes. Todos os dados sé&o
apresentados como média +/- sd de trés camundongos por grupo em cada ponto de tempo. Diferencas
estatisticamente significantes foram assumidas quando P foi < 0,05 em rela¢éo ao controle (a), 24 horas
pos-infecgdo (b), 2 semanas apoés a infecgdo (c), 5 semanas apos a infec¢do (d) e 9 semanas apos a
infeccéo (e) (dados gerados por TESTASSICA et al, 2013).
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Com o intuito de avaliar se a infeccéo por esta espécie afetaria também os niveis totais
da proteina foram avaliados os niveis totais de ERK1/2. Nossos resultados
demonstraram que, ao longo das primeiras cinco semanas de infeccdo, os niveis de
ERK1/2 total ndo diferiram do controle (Figuras 11), sendo observado aumento

significativo apenas na nona semana.
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Figura 11: Andlise dos niveis de expressdo ERK1 /2 total apés 2, 5, 6 e 9 semanas poOs-infec¢ao
por L. amazonensis. Os animais foram infectados na pata traseira esquerda com 1 x 10° promastigotas
de L. amazonensis. Apos 24 horas, 2, 5, 6 e 9 semanas de infeccao os tecidos de suas patas foram
coletados e as amostras processadas e avaliadas por Western blotting. (A) Analise de Western blotting
para ERK1/2 total e normalizagao por 3-actina apds 24 horas, 2, 5, 6 e 9 semanas de infec¢éo (B). Os
dados séo representativos de dois experimentos, com resultados semelhantes. Todos os dados séo
apresentados como média + SD de trés camundongos por grupo em cada ponto de tempo. Diferengas
estatisticamente significantes foram assumidas quando P foi < 0,05 em rela¢éo ao controle (a), 24 horas
pos-infeccdo (b), 2 semanas apos a infeccao (c).
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5.2.2: Camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis desenvolvem
resposta inflamatdéria intensa contra o parasito ao longo do processo de

infeccéo

Para uma melhor caracterizacdo da lesdo desencadeada pela infeccdo por L.
amazonensis nos camundongos BALB/c, foi realizada uma analise histopatologica
pos-infeccdo do coxim plantar da pata infectada nos animais apos 24 horas, 2,5 e 9
semanas de infeccdo (Figura 12). Nossos resultados demonstraram que até a
segunda semana de infec¢do ndo foram observadas alteracdes histopatologicas na
pele analisada. A epiderme apresentava-se integra em todas as camadas, bem como
a derme, com seus respectivos anexos cutaneos, ou seja, glandulas sebaceas,
foliculos pilosos, glandulas sudoriparas e ductos, de aspecto e distribuicdo
convencional (Figurasl2: A, B, C, D). Entretanto, na quinta semana de infeccao, foi
observada a presenca de infiltrado inflamatério de perfil crénico, distribuido em toda a
camada reticular da derme de forma difusa, caracterizado pela predominancia de M®s
e eosindfilos. Acumulos focais de células inflamatorias foram observados ao redor de
foliculos pilosos, caracterizando uma foliculite. Foram observados ainda inUmeros
M®ds com citoplasma amplo, de aspecto vacuolizado, contendo formas amastigotas
(Figuras12:E, F). J4 ao longo da nona semana foi possivel observar uma exacerbacéo
desses fenbmenos inflamatérios, caracterizada por intenso infiltrado celular na derme,
que se estendia a hipoderme e até a camada muscular. O numero de M®s
vacuolizados aumentou de forma consideravel. Observou-se ainda necrose focal em
alguns animais, com proliferacdo angiogénica. Entre as células do infiltrado
inflamatorio, foram observados linfocitos e plasmdécitos, que representavam uma

pequena populacdo (Figurasl12:G, H).
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Figura 12: Fotomicrografias de cortes histolégicos de coxim plantar de camundongos BALB/c
infectados por L. amazonensis, ap0s 24 horas, 2, 5 e 9 semanas de inoculagdo. Camundongos
BALB/c foram inoculados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos pds
infeccao, os animais foram submetidos a eutanasia e os tecidos de suas patas foram processados para
histologia (4 ym, H&E). (A,C,E,G) representam 24 horas, 2, 5 e 9 semanas, respectivamente, apds
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inoculacdo com aumento de 20X. (B,D,F,H) representam 24 horas, 2, 5 e 9 semanas, respectivamente,
apos inoculagdo com aumento de 40X.

Considerando em conjunto os marcadores avaliados cineticamente ao longo da
infeccdo por L. amazonensis, verifica-se um perfil muito peculiar, em que ha um
retardo na expressdo/ativacdo destes marcadores nas primeiras semanas de
infeccdo. Neste contexto, por volta da 5% semana de infec¢do, destaca-se a
defosforilagdo de ERK 1/2 abaixo dos niveis basais como um evento supostamente
crucial, uma vez que niveis de todos os outros marcadores séo alterados apos esse
sinal, incluindo caspase 3, NF-kB (subunidade p-65), citocinas e, mais importante,
parametros associados a infeccdo, como edema no local da infeccéo, infiltrado

inflamatdrio e parasitismo tecidual.

5.2.3: A inibicéo in vitro da via MER/ERK utilizando o inibidor U0126 impactou

na fagocitose, na carga parasitaria celular e na resposta imune

Para testar a hipdtese de que a inibicdo da fosforilacdo de ERK 1/2 em estagio
especifico da infec¢do por L. amazonensis em camundongos BALB/c é um evento
critico que determina o curso progressivo da infeccdo, delineamos diferentes
experimentos em que BMDMs de camundongos BALB/c pré-tratados com U0126

foram infectados em seguida com L. amazonensis.

Como observado na figura 13, a infec¢cédo in vitro de BMDMs com L. amazonensis
induz aumento dos niveis de P-ERK 1/2 ao longo das primeiras horas de infeccao,
sem afetar os niveis de ERK 1/2 total (Figuras 13A- 13D). O tratamento com U0126
em BMDMs infectados inibiu completamente a fosforilagdo de ERK1/2, como

mostrado nas Figuras 13A-C, sem afetar os niveis de ERK1/2 total.
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Figura 13: Avaliacdo dos niveis fosforilados e total de ERK1/2 em BMDMs de camundongos
BALB/c pré-tratados com U0126 e infectados por L. amazonensis. BMDMs foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis, na proporcao parasita/ célula de 5: 1. Perfis observados para niveis
de expressao de fosforilagdo de ERK1/ 2 (A) e ERK1/2 total (B) em células nao tratadas ou células pré-
tratadas com U0126 por duas horas antes da infec¢do por L. amazonensis. Anéalises densitométricas
para a fosforilagcdo de ERK 1/2 (C) e expressao de ERK 1/2 total (D) apds normalizagao com 3-actina.
Diferencas estatisticamente significantes foram assumidas quando p< 0,05. UC = controle ndo
infectado; ND = N&o detectavel.

De modo complementar, também foi avaliado o impacto do tratamento com U0126 no
namero de células infectadas por L. amazonensis e também na quantidade de
amastigotas/células. Como observado na Figura 14, o tratamento com U0126
impactou no numero de células parasitadas, logo apos a infec¢ao (0 horas - 6 horas
apo0s o contato ceélula/parasito), sendo possivel observar menor quantidade de

macréfagos com a Leishmania internalizada, assim como menor quantidade de
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parasitos por célula (Figuras 14A e 14B). Esses achados indicam que a inibi¢cdo da
ativacado de ERK1/2 por fosforilagdo afeta a competéncia da fagocitose de M® e a
replicacéo de formas amastigotas de L. amazonensis.

Em seguida, avaliamos os efeitos do tratamento com U0126 nos niveis de TNF-a e
IL-10. Enquanto os niveis de TNF-a foram baixos e aumentaram moderadamente
apos 6 e 24 horas, imediatamente apds a infeccdo por L. amazonensis no grupo
tratado, os niveis de IL-10 mostraram-se aumentados tanto pelo tratamento quanto
pela infec¢cdo, uma vez que niveis significativamente aumentados foram detectados
em ambos 0s grupos. Maior expressao desta citocina nos tempos de 6 e 24 horas
foram observadas na células que receberam U0126. Posteriormente, uma diminuicéo
significativa foi observada em 48 horas em comparacdo com células ndo tratadas
(Figuras 14C e 14D).
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Figura 14: Avaliacdo da infeccdo por L. amazonensis e o impacto do tratamento com U0126 na
fagocitose de parasitas e niveis de citocinas em BMDMs de camundongos BALB/c. BMDMs foram
infectados com promastigotas de L. amazonensis, na proporcao parasita/célula de 5:1. Nos tempos 0,

6, 24 e 48 horas apo6s a infeccdo, as células foram avaliadas quanto a porcentagem de células
infectadas (A) e ao numero de parasitas por células infectadas (B). Nos mesmos momentos, o
sobrenadante foi utilizado para avaliar os niveis de TNF-a (C) e IL-10 (D). Os dados séo representativos
de dois experimentos com resultados semelhantes. Diferencas estatisticamente significantes foram
assumidas quando p< 0,05. UC = controle néo infectado; ND = Nao detectavel.

5.2.4: Células BMDM pré-tratadas com selumetinib também apresentam menor

atividade fagocitica

No intuito de validar os dados obtidos com U0126, utilizamos um inibidor altamente
seletivo da via MEK/ERK chamado selumetinib (Carmo et al.,, 2014). De modo
semelhante ao tratamento com U0126, o tratamento in vitro de BMDMs com
selumetinib reduziu o numero de parasitas por células parasitadas logo apds a
infeccdo (0 horas - 6 horas do contato célula/parasito), bem como uma menor
responsividade das células infectadas, uma vez que o niumero de parasitas por célula
permaneceu constante durante as primeiras horas de infecc¢édo, diferentemente do que
ocorreu nas células nao tratadas (Figura 15), corroborando os dados observados no

tratamento com U0126.
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Figura 15: Avaliacéo dainfeccéo por L. amazonensis e o impacto do tratamento com Selumetinib
na ingestado de parasitas em BMDMs de camundongos BALB/c. BMDMs foram infectados com
promastigotas de L. amazonensis, na proporcdo parasita/célula de 5: 1. As 0, 6 e 24 horas apds a
infeccdo, as células foram avaliadas quanto a porcentagem de células infectadas (A) e ao nimero de
parasitas por células infectadas (B). Diferencas estatisticamente significantes foram assumidas quando
p <0,05. NT = células infectadas e nédo tratadas.

5.2.5: A inibicdo precoce da via MER/ERK em camundongos infectados com
Leishmania amazonensis desencadeia aumento do tamanho da lesdo e do

parasitismo tecidual

Apoés a avaliacéo in vitro, testamos se o tratamento farmacol6gico com U0126 antes
da 52 semana de infeccdo em camundongos BALB/c infectados anteciparia o inicio do
desenvolvimento da lesdo e aumentaria a carga parasitaria e a resposta inflamataria.
Inicialmente, camundongos foram infectados e receberam tratamento por sete dias
consecutivos ao longo da quarta semana de infeccdo. No inicio da quinta semana
apos a infeccdo, os animais foram eutanasiados para realizacdo das analises

propostas (Figura 16).

Como controle, foi observado que o tratamento com U0126 inibiu a fosforilacdo de
ERK 1/2 (Figuras 16B e 16D). Além disso, observou-se que o processo de infecgéo
por L. amazonensis ndo afetou os niveis total de ERK 1/2 nos animais néo tratados
(Figuras 16C e 16E).
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Figura 16: Avaliacdo do tratamento com U0126 em estadio especifico da infec¢cdo por L.
amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata traseira esquerda com
1x10° promastigotas de L. amazonensis e apds quatro semanas de infeccdo os animais receberam
U0126 (3mg / kg) pela via intraperitoneal por sete dias consecutivos e foram eutanasiados (A); Andlise
de Western blotting de P-ERK1/2 5 semanas p6s-infec¢éo nos grupos néo tratado e tratado (5 + U0126)
(B); Andlise por Western blotting de ERK1/2 total 5 semanas ap6s infecgdo no grupo tratado e tratado
(5 + U0126) (C). Analises densitométricas para fosforilagdo de ERK 1/2 apds normalizagdo com f3-
actina para P-ERK1 / 2 (D) e ERK total % (E);
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Os animais também foram monitorados quanto ao desenvolvimento da lesdo e carga
parasitaria e, como esperado, o tratamento antecipou o aumento no tamanho da lesao
em comparacao aos controles (Figura 17A), além de impactar o parasitismo tecidual,
que foi significativamente maior nos animais tratados, quando avaliados na quinta

semana pos-infeccao (Figura 17B), confirmando a hipétese inicialmente proposta.
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Figura 17: Avaliacdo do desenvolvimento da lesdo e carga parasitaria apds infeccdo por L.
amazonensis e efeito do tratamento com o inibidor da ativagdo de ERK 1/2 (U0126). Fémeas de
camundongos BALB / ¢ foram inoculadas na pata traseira esquerda com 1x10° promastigotas de L.
amazonensis e apds quatro semanas de infeccdo os animais receberam U0126 (3mg / kg), pela via
intraperitoneal, por sete dias consecutivos e foram eutanasiados. O desenvolvimento do tamanho da
les&o foi monitorado semanalmente, com base na diferenca de espessura entre a pata de inoculada e
a pata controle com um paquimetro digital. Seta preta indica inicio de tratamento e seta pontilhada
indica fim de tratamento (A); Carga parasitaria entre os grupos tratados e nao tratado apés cinco
semanas de infeccdo (B); As comparacgfes entre os grupos, para cada tempo avaliado, foram feitas
por teste t de Student; (*) indica diferencas (p < 0,05) entre os grupos nos tempos avaliados.

O impacto do tratamento com U0126 nos niveis de IFN-y e IL-10 foi avaliado em
células de linfonodos de camundongos infectados, ja que, na infeccdo por L.
amazonensis e de acordo com a hipotese em avaliacdo, estas citocinas tem seus
niveis aumentados apos a defosforilagdo de ERK1/2. Como esperado, os niveis de
IFN-y foram maiores nas células de camundongos infectados tratados com U0126 e
estimulados com o extrato antigénico de promastigotas de L. amazonensis (Figura
18A). Da mesma forma, a producédo de IL-10 a partir de células de camundongos

tratados e estimuladas com antigenos parasitarios foi significativamente maior,
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quando comparada aos niveis produzidos por células ndo estimuladas ou por células

estimuladas de camundongos néo tratados (Figura 18B).
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Figura 18: Avaliacdo dos niveis das citocinas IFN-y e IL-10 em linfonodos de camundongos
BALB/c ap0s infeccdo por L. amazonensis e tratamento U0126. Fémeas de camundongos BALB/c
foram inoculadas na pata traseira esquerda com 1x10° promastigotas de L. amazonensis e ap6s quatro
semanas de infeccdo os animais receberam U0126 (3mg / kg) pela via intraperitoneal por sete dias
consecutivos e foram eutanasiados no final da 52 semana. ApGs este processo, os linfonodos drenantes
das patas inoculadas foram coletados e processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com
antigeno particulado de L. amazonensis por 48 horas, a 37°C e 5% CO:z. Por ELISA, foram quantificadas
as citocinas IFN-y (A) e IL- 10 (B).

Na quinta semana, andlises histopatoldgicas foram realizadas em seccdes de tecido
cutaneo da pata de camundongos tratados e ndo tratados ao longo da quarta semana
de infeccdo, com o objetivo de melhor avaliar o impacto do tratamento com o U0126
na formacdo do infiltrado inflamatério (Figura 19). Os resultados demonstraram
presenca de maior infiltrado inflamat6rio no grupo tratado, que se estendeu da
hipoderme até a camada muscular, que é composto majoritariamente por macrofagos
vacuolizados. Também foi possivel observar a presenca de necrose focal, em alguns
animais além de proliferagdo angiogénica. Entre as células do infiltrado inflamatorio,
foram observados também e, em menor quantidade, linfocitos e plasmocitos. Esses
aspectos do infiltrado inflamatério foram traduzidos em escores que foram
significativamente maiores nos camundongos que receberam o U0126 (Figura 19C).
Em geral essas alteracdes sé aparecem em camundongos nao tratados em momentos
tardios do curso da infeccdo o que foi associado ao evento de defosforilacédo
temporaria de ERK1/2 (Figura 10). Em conjunto, esses achados indicam que a

antecipacao da inibicdo da fosforilagdo de ERK1/2, nos camundongos tratados,
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também antecipa as alteracdes inflamatodrias, que ocorrem durante o curso da

infeccdo por L. amazonensis, associadas a exacerbacao da infeccao.

N&o tratado

5 Semanas

(C) 64 *kk
I
1 Nao tratado
© 4| EE U0126
o
@
© T
& 24
0 T

5 semanas apos
infeccdo por L. amazonensis

Figura 19- Camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e tratados com o inibidor de
MEK/ERK-U0126 apresentam maiores alteragdes histolégicas no sitio da lesdo apds cinco
semanas da infec¢cdo. Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculados com 1x % promastigotas
de L. amazonensis e ao longo da quarta semana de infec¢éo, os animais receberam U0126 (3mg / kg)
pela via intraperitoneal, por sete dias consecutivos e, em seguida, foram submetidos a eutanasia e os
tecidos de suas patas foram processados para histologia (4 ym, H&E). Em (A) cortes histolégicos de
animais nao tratados e em (B) cortes histoloégicos de animais que receberam U0126. (C) representa
Score histopatoldgico do coxim plantar de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis, apés

5 semanas de inoculacao.
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5.2.6: Camundongos tratados com U0126 na fase aguda da infecgdo por L.
amazonensis mantiveram os niveis de fosforilacdo de ERK1/2 reduzidos por
semanas apos o término do tratamento e também apresentaram aumento do

tamanho da leséo e titulo de parasitismo

Para confirmar os efeitos da inibic&o in vivo da fosforilacdo de ERK1/2 na progressao
da infeccdo por L. amazonensis, em um segundo experimento, oS camundongos
foram tratados U0126 por uma semana, em um momento ainda mais precoce da
infecgao, entre a 22 e 32 semanas, sendo mantidos sem tratamento a partir de entéo
até a sexta semana da infeccao, instante em que foram eutanasiados para avaliacao

dos mesmos parametros anteriormente determinados (Figura 20).

Nossos resultados demonstraram que o tratamento com U0126 ao longo da segunda
semana de infec¢do, promoveu reducéo dos niveis de fosforilacdo de ERK1/2 na sexta
semana de infeccdo, em comparacdo com o grupo néo tratado (Figuras 20B e 20D).
Em relacdo ao ERK1/2 total, o processo de infeccdo bem como o tratamento com

U0126, ndo exerceu modulagdo na nos niveis da proteina (Figuras 20C e 20E).
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Figura 20: Avaliacao do tratamento com U0126 em estagios precoces da infec¢do por L. amazonensis.
Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata traseira esquerda com 1x 1% promastigotas de L.
amazonensis e, apés duas semanas de infecgdo, os animais receberam U0126 (3mg / kg) pela via
intraperitoneal por sete dias consecutivos, sendo entdo mantidos com livre acesso a 4gua e ragdo até a sexta
semana da infeccado, instante em que foram eutanasiados (A); Anélise de Western blotting de P-ERK1/2 6
semanas pos-infec¢@o no grupo néo tratado e tratado (6 + U0126) (B); Analise por Western blotting de ERK1
/ 2 total 6 semanas apdés infeccdo no grupo tratado e tratado (6 + U0126) (C). Andlises densitométricas para
fosforilagao de ERK 1/2 apds normalizagdo com B-actina para (D) e ERK total %2 (E).
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Apesar das diferengas nos dois protocolos de tratamento, efeitos similares aos
descritos para o tratamento na 42 semana foram observados. Nesse sentido,
aumentos significativos no tamanho da lesé@o (Figura 21A), carga parasitaria (Figura
21B), niveis aumentados de IFN-y (Figura 22A) e um maior escore de lesbes
inflamatorias da pele (Figuras 23) foram detectados nos animais tratados em relacao
ao grupo controle. Coletivamente, estes dados revelam de maneira contundente que
a inibicado da via MEK/ERK em estadios especificos da infeccéo por L. amazonensis
representa um evento critico que modula respostas inflamatérias inatas e
adaptativas em camundongos BALB/c levando a perda de controle do processo
infeccioso.
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Figura 21: Avaliacdo do desenvolvimento da lesdo e carga parasitaria ap0s infec¢do por L.
amazonensis e tratamento com U0126.

Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata traseira esquerda com 1x10°
promastigotas de L. amazonensis e apds duas semanas de infec¢do os animais receberam U0126
(3mg / kg), pela via intraperitoneal, por sete dias consecutivos, sendo entdo mantidos com livre acesso
a agua e ragcdo até a sexta semana da infeccdo, instante em que foram eutanasiados. O
desenvolvimento do tamanho da lesdo foi monitorado semanalmente, pela diferenca de espessura
entre a pata de inoculada e a pata controle, medidas com um paquimetro digital. A seta preta indica
inicio de tratamento e seta pontilhada indica fim de tratamento (A); Carga parasitaria entre 0s grupos
tratado e ndo tratado apos seis semanas de infec¢éo (B);
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Figura 22: Avaliacdo dos niveis das citocinas IFN-y e IL-10 em camundongos BALB/c apoés
infecgcdo por L. amazonensis e tratamento U0126. Fémeas de camundongos BALB/c foram
inoculadas na pata traseira esquerda com 1x10° promastigotas de L. amazonensis e ap6s quatro
semanas de infeccdo os animais receberam U0126 (3mg / kg) pela via intraperitoneal por sete dias
consecutivos sendo entdo mantidos com livre acesso a agua e racdo até a sexta semana da infec¢éo,
instante em que foram eutanasiados. Apos este processo os linfonodos drenantes das patas inoculadas
foram coletados e processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com antigeno particulado
de L. amazonensis por 48 horas, a 37 °C e 5% CO2. Por ELISA, foram quantificadas as citocinas

IFN-y (A) e IL- 10 (B).
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Figura 23: Camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis e tratados com U0126
apresentam maiores alteragdes histoldgicas no sitio da leséo ap6s cinco semanas da infeccao.
Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculados com 1x10% promastigotas de L. amazonensis e ao
longo da segunda semana de infecgéo, 0s animais receberam U0126 (3mg / kg) pela via intraperitoneal
por sete dias consecutivos sendo entdo mantidos com livre acesso a agua e racao até a sexta semana
da infeccao, instante em que foram eutanasiados e os tecidos de suas patas foram processados para
andlise histologica (4 ym, H&E). Em (A) cortes histoldgicos de animais ndo tratados e em (B) cortes
histolégicos de animais que receberam U0126. (C) representa score histopatologico do coxim plantar
de camundongos BALB/c infectados por L. amazonensis, apds 6 semanas de inoculacéo.
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5.2.7: Discussao Secao 2

Dados da literatura ja haviam relatado que espécies patogénicas de leishmania séo
capazes de modular a resposta inflamatéria no sentido de favorecer o parasitismo
(ALEXANDER e BROMBACHER, 2012; ALEXANDER e BRYSON, 2005), apontando
a ativacdo ou inibicdo de vias de sinalizagcdo celular como um ponto chave na
regulacdo de respostas efetoras (OLIVEIRA et al, 2017; BROOM et al, 2009;
GOODRIDGE e HARNETT, 2005). Embora estudos prévios tenham investigado o
papel da via de sinalizacdo ERK %2 na infeccéo in vitro e in vivo por Leishmania spp,
salientamos que o presente trabalho abordou com ineditismo a modulag&o da ativagao
desta via em momentos distintos do curso da infeccdo por L. amazonensis.
Coerentemente, demonstramos pela primeira vez a importancia da manutencéo dos
niveis basais de P-ERK1/2, uma vez que oS mesmos permanecem similares aos
apresentados pelos animais do grupo controle até a 42 - 52 semanas de infeccdo
seguido de um completo “shut down”, bem como a relevancia de sua reativagdo em
estagios tardios para o sucesso do parasitismo. Uma vez que, ap0os esse breve evento
de defosforilacdo de ERK1/2 ocorre uma mudanca drastica em todos os marcadores
avaliados, propusemos gue esse mecanismo seria capaz alterar a resposta imune
inata do hospedeiro e desencadear a ativacdo da inflamacdo e resposta imune

especifica, culminando com exacerbacédo da infeccao.

O uso do inibidor farmacologico U0126 no tratamento de camundongos infectados por
L. amazonensis antes da ocorréncia do evento de defosforilacdo de P-ERK1/2
permitiu confirmar essa hipotese, uma vez que o bloqueio da ativacdo de ERK 1/2
desencadeou aumento da lesdo e da carga parasitaria nos dois esquemas de
tratamento propostos, ou seja, iniciados na segunda ou na quarta semana de infecgao.
Salientamos que, embora o tratamento ou a infec¢cdo tenham impactado nos niveis de
fosforilacdo de ERK1/2, ndo foram observadas alteracées dos niveis proteicos de
ERK1/2 total. A escolha do uso do U0126 foi baseado em trabalhos anteriores que ja
haviam relatado que o tratamento de camundongos BALB/c nas fases tardias da
infeccdo por L.amazonensis com este inibidor de MEK/ ERK1/2 desencadeava

reducdo da lesdo e da carga parasitaria (YANG and MOSSER, 2007), e que a inibi¢cao
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por U0126 da via MEK/ERK/NF-kB impactava no influxo de células inflamatérias em

um mecanismo dependente de plasmina (CARMO 2017).

De modo semelhante, nossos dados in vitro também apoiam os achados in vivo, uma
vez que tanto no tratamento com U0126 quanto com Selumetinib (outro inibidor mais
especifico da via MEK/ERK) foi possivel observar uma reducao da atividade fagocitica
da célula, bem como reducéo da atividade leishmanicida nos BMDMs. Sabe-se que a
interacdo do parasita com a célula hospedeira e consequente fagocitose ocorre via
receptores de complemento CR1, CR3 e também receptores FCy, sendo este ultimo
estimulado pela ativagcdo de ERK1/2, o que poderia explicar a menor capacidade
fagocitica nos BMDMs tratados e avaliados em nosso estudo (GERALDO et al, 2016;
LIU and UZONNA, 2012; GARCIA and ROSALLES, 2002). J4 a manutencao da carga
parasitaria in vitro no grupo tratado pode ser correlacionada com 0 expressivo
aumento dos niveis de IL-10 ao longo do experimento. Varios estudos tém relatado a
capacidade da Leishmania de induzir a expressao desta citocina anti-inflamatoria na
tentativa de reduzir a producdo de NO e, consequentemente, inibir a atividade
leishmanicida da célula hospedeira (CALDINO et al, 2016; GOMES et al, 2014;
KANNE and MOSSER, 2001).

A inibicdo de ERK1/2 é também um ponto chave na producdo de mediadores
inflamatdrios como IFN-y, IL-12 e NO (OLIVEIRA et al, 2017; BROOM et al, 2009;
BLANCHETT et al, 2008; GOODRIDGE;e HARNETT, 2005), bem como no
estabelecimento da infec¢cdo por Leishmania spp. A auséncia de modulacédo de P-
ERK1/2 nos momentos iniciais da infeccdo por L. amazonensis pode refletir a
habilidade destes parasitos em infectar silenciosamente o hospedeiro mamifero.
Neste caso, ndo haveria indugéo da producéao de IL-12 e, consequentemente, nao
ativacdo de células T capazes de produzir IFN-y e ativar mecanismos microbicidas
como NO por parte dos macrofagos, garantindo a multiplicagédo “silenciosa” dos
parasitos. De fato, a producéo de citocinas como IFN-y foi evidenciada somente apés

o evento de defosforilagdo de ERK1/2 ou ap6s tratamento com U0126.

Conforme demonstrado histologicamente, ndo houve alteracdes inflamatdrias nos

momentos iniciais pos-infec¢do, simultaneamente a presenca de niveis basais de
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ERK1/2, sugerindo que a infeccdo ndo afeta a ativacdo de ERK1/2 nestes estagios
precoces. Esse processo, somado a auséncia de modulacdo de NF-kB e caspase 3,
pode ser decisivo para a auséncia de células inflamatérias no sitio de infecgdo. No
entanto, a reducdo pronunciada nos niveis de P-ERK1/2 na quinta semana pos-
infeccéo seria um gatilho para que esse processo se revertesse; foi quando puderam
ser observados lesdo macroscopica, infiltrado inflamatério e aumento de NF-kB e
caspase. Esse gatilho poderia ser disparado no momento em que a carga parasitaria
atinge um determinado limite, levando a defosforilacdo de ERK. Entre os possiveis
mecanismos podemos ressaltar a capacidade de formas amastigotas de L.
amazonensis de induzir aumento dos niveis de fosfatases. Nao se pode descartar

ainda a participacao de fosfatases do hospedeiro nesse processo.

Corroborando nossa hipétese, FERNANDES et al (2013) avaliou modelos de infeccéo
de macrofagos por amastigotas de L. amazonensis e observou que o parasita secreta
diferentes perfis de fosfatases acidas e basicas, que favorecem a sua sobrevivéncia
no interior do vacuolo parasitéforo. Adicionalmente, XIN et al (2008), ao avaliar a
infeccdo de células dendriticas por esta espécie, verificou que o parasita reduz os
niveis de fosforilagdo desta MAP cinase, o que culmina no decréscimo dos niveis de
IL-12 e, consequentemente, prejudica o desenvolvimento de uma resposta Thl. Este
mesmo mecanismo de inibicdo destas vias de sinalizacdo celular impedindo o
desenvolvimento de uma resposta imune foi observado também em modelos de
infeccdo por L. infantum e L. chagasi (AGALLOU et al, 2014; PRIVE e
DESCONTEOQOUX, 2000; NANDAN e REINER, 1999). Ainda dentro deste contexto,
mecanismo similar foi demonstrado apds a infeccdo por Yersinia enterocolitica em
cepas virulentas contendo o plasmideo que codifica para fosfatases e que, apos
determinado periodo, passam a defosforilar ERK1/2, com consequente reducdo dos
niveis de TNF-a, se constituindo portanto em mecanismo de viruléncia para essa
bactéria (RUCKDESCHEL et al, 1998)

Ainda no contexto das leishmanioses, foi relatado que o LPG da superficie de L.
donovani tem a propriedade de quelar o céalcio da célula hospedeira e prejudicar a

ativacdo de proteinas Ca** dependentes como a Proteina cinase C, importante na
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ativacdo de vias de sinalizacdo celular (OLIVIER, 2005). E sabido também que
espécies como L. donovani e L. major sdo capazes de ativar um regulador negativo
importante das vias de sinalizagdo, denominado PTP SHP1, uma classe de fosfatase
presente em células hematopoiéticas e epiteliais, cuja atividade é correlacionada com
a defosforilagcao de varias cinases importantes para inibir a proliferagéo do parasita no
interior das células hospedeiras (BLANCHETTE et al, 1999; NANDAM et al, 1999).

Como mencionado acima, a reducéo brusca na ativacdo do ERK1/2 ao longo da quinta
semana de infeccao parece ser um mecanismo chave para o aumento do parasitismo.
Nos momentos que antecedem este estagio, podemos verificar que a ativacao desta
via segue em niveis basais, ou seja, semelhantes ao grupo controle e favorecendo o
curso silencioso da infecdo, embora haja aumento da carga parasitaria. No entanto, é
plausivel que, apos esse estagio, seja necessario o rompimento do equilibrio entre
resposta imune e parasitismo desencadeado pelo aumento da relacdo Thl/Th2.
Embora pareca contraditério, a geracdo de um ambiente mais inflamado neste
momento representa um influxo maior de células inflamatérias (principalmente
macréfagos) no sitio flogistico, o que sem duavida favorece o curso da infeccao.
Trabalhos anteriores ja haviam relatado que a imunomodulacéo representada pelo
balanco da producao de IL-10 e IL-12 é desencadeada por diversos patégenos (KAJI
et al, 2010; QIAN et al, 2006). BOUHAMDAN et al. (2015) demonstraram que a
deficiéncia genética de MEK1 ou inibicdo da via da MEK, por meio do tratamento de
células dendriticas com U0126, muda o equilibrio para a producédo aumentada de IL-
12 e correlaciona este aumento com a ativacdo de p38 e JNK. Esses autores
demonstraram ainda que, na auséncia da cinase MEK1, houve aumento na
fosforilacdo dos fatores de transcricdo STAT3 e STAT4, responsaveis pela elevacéo
dos niveis de IL-12. Este fato nos permite inferir que a leishmania utiliza-se de
estratégias, ativando e/ou inibindo outras vias de sinalizagcéao celular como p38 e JNK,
concomitantes com a inibicdo do ERK1/2. Assim, seria oportuno investigar
futuramente a producédo da IL-12 de forma cinética na infeccédo por L. amazonensis,
ja que a sua producdo parecer ser critica nos mecanismos “downstream” a
defosforilacdo de ERK1/2.
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De modo interessante, nossos achados também evidenciaram, nos estagios mais
tardios da infeccao por L. amazonensis (ou seja, ap0s a hona semana de infeccao),
niveis elevados de ERK1/2 fosforilada, bem como aumento da expressao de NF-kB,
caspase-3, IFN-y e IL-10. Esses achados vao ao encontro de uma série de trabalhos
gue relatam a importancia da ativacdo na via de sinalizacdo ERK1/2 na resposta
imune e na perpetuacao do processo de infecgdo por Leishmania (SILVA e BAHIA,
2016; CONTRERAS et al, 2014; YANG and MOSSER, 2007). A relativa contradicdo
entre nossos achados e aqueles relatados por YANG e MOSSER (2007) poderiam ser
explicados pela diferenca no periodo da infeccdo por L. amazonensis em que 0S
animais foram tratados com U0126, ou seja, antes e apds o evento de defosforilacao
de ERK1/2. Experimentos adicionais seriam, portanto, interessantes para investigar
se o tratamento com U0126, apds o evento de defosforilacdo de ERK1/2, teria impacto
no controle da resposta inflamatéria e do parasitismo, em nosso modelo de infec¢éo

por L. amazonensis

De modo aparentemente paradoxal, o ambiente inflamat6rio gerado pela breve
defosforilacdo de ERK1/2 conduz a uma subsequente reativacdo desta proteina, o
gue esta associado ao desencadeamento da ativacdo de vias de sinalizacdo
subsequentes como o NF-kB, assim como descrito por SOMENSIA (2017). Isso
culmina com o desenvolvimento de uma resposta mista, representada por altos niveis
de IFN-y concomitantemente com altos niveis de IL-10, e que neste momento ja ndo

consegue debelar o quadro infeccioso estabelecido.



Secéo 3:

5.3.1 O papel da Anexina Al na infecgdo por Leishmania braziliensis
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Leishmaniases are diseases caused by several Leishmania species. Leishmania (Viannia) braziliensis can cause localized cutaneous
leishmaniasis (LCL), which heals spontaneously, or mucosal leishmaniasis (ML), characterized by chronic and intense inflam-
mation and scanty parasitism. Annexin Al (AnxAl) is a protein involved in modulation and resolution of inflammation through
multiple mechanisms. In the present study, the role of AnxAl was investigated in L. braziliensis—infected BALB/c mice. AnxAl
levels increased at the peak of tissue lesion and parasitism in infected mice. AnxAl increased also after L. braziliensis infection of
BALB/c (wild-type [WT]) bone marrow derived macrophages. Despite a lower parasite intake, parasite burden in bone marrow-
derived macrophages from AnxA1%? mice was similar to WT and associated with an early increase of TNF-a and, later, of IL-10.
AnxA1%? mice controlled tissue parasitism similarly to WT animals, but they developed significantly larger lesions at later stages
of infection, with a more pronounced inflammatory infiltrate and increased specific production of IFN-g, IL-4, and IL-10.
AnxA1%? mice also presented higher phosphorylation levels of ERK-1/2 and p65/RelA (NF-kB) and inducible NO synthase
expression, suggesting that AnxAl may be involved in modulation of inflammation in this model of experimental leishmaniasis.
Finally, assessment of AnxA1l levels in sera from patients with LCL or ML revealed that ML patients had higher levels of serum
AnxAl than did LCL patients or control subjects. Collectively, these data indicate that AnxAl is actively expressed during
L. braziliensis infection. In the absence of AnxAl, mice are fully able to control parasite replication, but they present more intense

inflammatory responses and delayed ability to resolve their lesion size. The Journal of Immunology, 2017, 198: 000-000.

rotozoa of the genus Leishmania are intracellular parasites

of a phagocytic mononuclear system, which are trans-

mitted to mammalian hosts by the bite of a sand fly vector
(1). Approximately a third of the 1.2 million new cases of tegu-
mentary leishmaniasis reported worldwide occur in the Americas,
and Brazil is 1 of the 10 countries with the highest incidence rates
(2). Therapeutic alternatives for treatment of tegumentary leish-
maniasis are scant, toxic, and per se not effective (3).

Leishmania (Viannia) braziliensis is the most prevalent species
in Latin American countries and may cause localized cutaneous
leishmaniasis (LCL) or mucosal leishmaniasis (ML). In LCL, skin
ulcerative lesions develop at the site of a sand fly bite, which may
heal spontaneously or persist for years. ML is a chronic condition

that leads to destruction of mucosal tissues, extending from the
nose and mouth to the pharynx and larynx (4). In both clinical
conditions, increased production of proinflammatory cytokines,
including IFN-g and TNF-a, is essential for parasite control (4,5).
However, in ML, they are also responsible for tissue damage
observed at late stages of disease due to exacerbated activation of
type 1-specific T lymphocytes (3, 6). Therefore, ambiguously,
scant parasites and intense inflammatory responses coexist and
may persist for long periods in ML lesions (7-9), leading to un-
resolved inflammation, failure in parasite clearance, exacerbated
host tissue damage, and abnormal repair.

Resolution of inflammation is an active process that requires
production of anti-inflammatory and proresolving molecules, a
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switch in the proteic and lipid mediators class from pro- to anti-
inflammatory, apoptosis of granulocytes with subsequent re-
moval by macrophages (M¥s), and change of M¥ phenotype to a
more restorative one (10-12). Proresolving mediators are spe-
cialized molecules, which activate resolution pathways to return
the tissue to homeostasis. Functionally, they can act to limitad-
ditional leukocyte recruitment, induce neutrophil apoptosis and
MT reprogramming, enhance efferocytosis by MFs, promote the
return of nonapoptotic cells to the lymphatics, and to start tissue
repair mechanisms, helping to resolve infectious disease. These
mediators are diverse in nature and include specialized lipid me-
diators (lipoxins, resolvins, protectins, and maresins), proteins and
peptides (annexin Al [AnxAl], galectins), gaseous mediators
(hydrogen sulphide), and purine (adenosine) (13, 14).

AnxAl is a 37-kDa calcium-dependent phospholipid-binding
protein, regulated by glucocorticoids, which binds to and acti-
vates the formyl peptide receptor 2/lipoxin A4 receptor FPR2/
ALXR (15) and has significant roles in modulation of the in-
flammatory response (16-21). AnxALl regulates the inflammatory
response through modulation of the generation of proin-
flammatory mediators, including those derived from activation of
phospholipase 2, cyclooxygenase-2, and inducible NO synthase
(iNOS), as well as of the anti-inflammatory cytokine IL-10. Re-
cent evidence suggests that AnxAl may control leukocyte apo-
ptosis and favor their removal by M¥ phagocytosis (22-25).
Additonally, T cell-expressed AnxAl has significant effects in
T cell-driven inflammatory responses, including T cell-intrinsic
intracellular signaling, proliferation, and Th1/Th17 cytokine re-
lease (26). In intestinal mucosal wounds, endogenous AnxALl is
also released by extracellular vesicles derived from epithelial
cells, activating repair circuits (27).

Although the role of AnxALl in various inflammatory conditions
has been fairly investigated, its involvement in infection processes
has been poorly addressed, especially in parasite infection (28-30).
We have, accordingly, hypothesized that AnxAl may be important
for the control of inflammatory response in L. braziliensis infec-
tion. Therefore, this study sought to compare the kinetics of in-
flammatory and proresolving responses during the course of
L. braziliensis infection in wild-type (WT) BALB/c and AnxAl-
deficient mice. The BALB/c mouse is resistant to L. braziliensis
infection (9), controlling both the inflammatory response and
parasite replication, thus being a suitable model to investigate
resolution of inflammation in Leishmania infection.

Materials and Methods
Mice

Female AnxAl knockout (AnxAl12%2) mice on a BALB/c background,
generated as previously described (31), and WT BALB/c mice were ob-
tained from the Oswaldo Cruz Foundation (Rio de Janeiro, Brazil)
breeding unit. Animals were given water and food ad libitum. The pro-
cedures involving animals were in accordance with the National Council
on Animal Experiments and Control (Ministry of Science and Technology,
Brazil) guidelines. All described procedures had prior approval from the
Animal Ethics Committee of the Federal University of Minas Gerais,
Brazil (National Council on Animal Experiments and Control/Federal
University of Minas Gerais protocol nos. 15/2011 and 221/2007).

Parasites

L. (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/75/M2903 strain) was cultured in
Grace’s insect medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) supplemented
with 10% heat-inactivated FCS (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brazil),
2 mM (-glutamine (Sigma-Aldrich), 100 U/ml penicillin, and 100 mg/ml
streptomycin (Sigma-Aldrich) (pH 6.5) at 25 6 1°C. Parasites were
periodically recovered from infected animals and subcultured every 3 d
at 1 3 10° parasites/ml. All experiments were conducted with parasites
with fewer than 15 passages in culture (32).

LEISHMANIA BRAZILIENSIS AND AnxAl

Infection

Mice were inoculated in the left hind footpad with 1 3 107 early stationary
phase promastigotes of L. braziliensis, and lesion development was fol-
lowed weekly with a digital micrometer (Western, Etilux, S&o Paulo, SP,
Brazil). The results were expressed as the difference between measures of
infected and noninfected footpad (33).

In vitro L. braziliensis infection in bone marrow—derived M¥s

Bone marrow-derived MFs (BMMFs) from BALB/c WT or AnxA12/2
mice were obtained as previously described (34). BMM¥s were plated at
5 310° cells/ml onto round coverslips in DMEM (Sigma-Aldrich) con-
taining 10% FCS, 1 mM _-glutamine, 100 U/ml penicillin G potassium,
25 mM HEPES (Sigma-Aldrich), and 50 mM 2-ME (Pharmacia Biotech,
Uppsala, Sweden) in 24-well plates. Cells were incubated for 90 min at
37°Cin 5% CO,. Nonadherent cells were removed by washing with PBS.
L. braziliensis promastigotes were added to the culture at a 5:1 parasite/cell
ratio. After 3 h, cells were washed with PBS to remove noninternalized
parasites. Coverslips were collected to evaluate infectivity after 3, 24, and
48 h of incubation. Culture supernatants were also collected for cytokine
measurements and maintained at 280°C until use. Coverslips were stained
by May-Grénwald-Giemsa using a kit (Laborclin, Pinhais, PR, Brazil),
according to the manufacturer’s instructions. The analysis was performed
using an Olympus BX50 optical microscope (Olympus, Center Valley, PA).
The number of infected and uninfected cells and the number of parasites
present in infected cells were determined. A minimum of 200 MFs per
coverslip were examined.

Ag preparation

Promastigotes from early stationary phase cultures were washed twice in
PBS. The pellets obtained were submitted to seven cycles of freezing in
liquid nitrogen followed by thawing at 37°C. The preparations were ob-
served under a microscope for the presence of intact parasites (33). Protein
content was determined by Bradford method (35) and adjusted to 1 mg/ml.
The Ag suspension was stored at 280°C in aliquots.

Lysate preparation and Western blot analysis

Infected paws were collected and footpads were isolated. Tissue fragments
were added to a lysis solution consisting of 1% Nonidet P-40, 100 mM
Tris/HCI (pH 8), 10% glycerol, 5 mM EDTA, 1 mM NaVO;, 1 mM DTT,
1 mM PMSF, 200 mM NaCl, 25 mM NaF, leupeptin, and aprotinin. The
tissues were then homogenized in an Ultra-Turrax Power Gen 1000 (Fisher
Scientific/IKA, Zuideinde, the Netherlands) and incubated on ice for
15 min. Finally, the lysates was centrifuged (12,000 rpm, 15 min at 4°C)
and the supernatant aliquots were stored at 220°C until use. The same
lysis solution was used to prepare lysates from L. braziliensis—infected
BMMTFs. The Bradford assay reagent (Bio-Rad Laboratories) was used to
quantify proteins. Western blot analysis was as described (25). Extracts
(50 mg) were separated by electrophoresis on a denaturing 10-15%
polyacrylamide-SDS gel and electrotransferred to nitrocellulose mem-
branes. Then, membranes were blocked for 1 h at room temperature with
PBS containing 5% (w/v) nonfat dry milk and 0.1% Tween 20, washed
three times with PBS containing 0.1% Tween 20, and then incubated with
specific primary Abs at a dilution of 1:1000 overnight: anti-AnxAl
(Invitrogen, Carlsbad, CA), anti-b-actin (Sigma-Aldrich), anti-iNOS
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX), cleaved anti—caspase-3, anti—p-
ERK1/2, and anti—p-NF-kBp65/RelA (the last three from Cell Signaling
Technology, Danvers, MA). After washing, membranes were incubated
with appropriated HRP-conjugated secondary Ab (1:3000). Immunoreac-
tive bands were visualized by using an ECL detection system, as described
by the manufacturer. Densitometry analyses were performed using ImageJ
software (National Institutes of Health, Bethesda, MD). Data were
expressed in arbitrary units (AU) after normalization to the values of b-
actin in the same sample.

In vitro stimulation of mononuclear cells and quantification of
parasites

At different periods of time postinfection, animals were euthanized. The
infected paw and the draining popliteal lymph nodes were collected. Lymph
nodes were processed in a glass homogenizer. The obtained cell suspension
had its concentration adjusted to 5 3 10° cells/ml in complete tissue culture
medium and was stimulated with L. braziliensis Ag (AgLb; 50 mg/ml).
Complete tissue culture medium was used as a negative control (36). The
supernatant was collected after 48 h of incubation at 37°C, 5% CO,, and
stored at 220°C for cytokine assays (37). To quantify parasites, we used a
limiting dilution technique (32). Briefly, the infected paws were processed
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on a glass homogenizer in Grace’s medium (pH 6.5). For debris removal,
the obtained suspension was centrifuged at 50 3 g at 4°C for 1 min. The
supernatant was collected and centrifuged at 1540 3 g at 4°C for 10 min.
The pellet obtained was resuspended in Grace’s medium supplemented
with 10% FCS, 2 mM (-glutamine, 100 U/ml penicillin, and 100 ml/ml
streptomycin. The parasite suspension was subjected to serial dilution 1:10
in 96-well culture plates. After incubation at 25°C for 15 d, the wells were
evaluated for the presence of parasites. Results were expressed as the
negative logarithm titer of parasites, which corresponds to the last dilution
at which viable parasites were observed (32).

ELISA for cytokines and AnxAl quantification

Quantification of cytokines in culture supernatants was performed by
ELISA. BD OptEIA (BD Biosciences, San Diego, CA) kits were used for
measurement of TNF-a, IFN-g, IL-4, and IL-10, according to the manu-
facturer’s guidelines. Levels of AnxAl in serum of patients were deter-
mined using an ELISA kit for AnxAl (USCN Life Sciences, Houston,
TX), according to the manufacturer’s instructions.

Histological analysis

The skin samples of the plantar surface of mouse paws were collected and
fixed in 10% neutral buffered formalin (pH 7.2). These samples were
processed for routine histology, sectioned at 5 mm, and stained with H&E.
The inflammatory reaction was evaluated using a semiquantitative proce-
dure assessing the presence of leukocytes in the dermis and hypodermis.
The inflammatory infiltrate score system was adapted from Alves et al.
(38), as follows: 0, absent, no inflammatory infiltrate (histologically
healthy dermis); 1, slight, diffuse inflammatory infiltrate, especially in the
upper dermis (1-9 cells per field/fields); 2, moderate, diffuse or focal in-
flammatory infiltrate, including areas in the deep dermis or hypodermis
(10-30 cells per field/20 fields); and 3 , intense, severe diffuse or focal
inflammatory infiltrate around the vessels, glands, hair follicles in deep
dermis and/or hypodermis (- 30 cells per field/20 fields). Histopathologi-
cal analysis was performed using a single-blinded model.

Human sera

This study was conducted according to the Declaration of Helsinki principles.
The Ethics Committee from the Federal University of Minas Gerais (Belo
Horizonte, Minas Gerais, Brazil; protocol no. CAAE-323431 14.9.0000.5149)
approved the study. All control subjects and patients received an individual
copy of the study policy, which was reviewed by an independent person, and all
participants provided their consent form in Portuguese, before the collection of
their blood sample. Sera samples of control subjects (n = 10; including 5 males
and 5 females, with ages ranging from 9 to 35 vy, to pair with LCL patients;
and n = 12, 10 males and2 females, with ages ranging from 25 to 76 y, to pair
with ML patients) and patients with a confirmed diagnosis of LCL (n = 10;
including 5 males and 5 females, with ages ranging from 9 to 33 y) or ML
(n = 12; including 10 males and 2 females, with ages ranging from 29 to
74 y), from an endemic area of leishmaniasis (Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brazil), were used. The diagnosis was confirmed by clinical evaluation of
lesions, which were compatible with either LCL or ML, as well as by direct
demonstration of parasites in Giemsa-stained smears of biopsies of skin (LCL)
or mucosal fragments (ML) of the patients. Additionally, analyses from two
biopsy samples collected from each patient were submitted to a conventional
PCR technique, and they presented positive results for L. braziliensis DNA.
None of the patients had been previously treated with antileishmanial drugs
before the sample collection. All patients in this study were integrated into the
clinical assistance Program of the Clinical Hospital from the Federal Uni-
versity of Minas Gerais, and they received continuous medical assistance. All
samples were collected by venipuncture of medial vein in tubes without an-
ticoagulant, and were kept at 37°C by 15 min, when they were centrifuged at
4000 3 g for 15 min. Sera were separated and kept at 280°C until use.

Statistical analysis

Results were expressed as mean 6 SD or as mean 6 SEM, as indicated in
each figure legend. Data were analyzed by ANOVA followed by Newman-—
Keuls posttest or a Student t test, according to the characteristics of each
experiment, using GraphPad Prism software, version 5.0.3 (GraphPad
Software, La Jolla, CA). A p value , 0.05 was considered significant.

Results
AnxA1l is modulated during the course of L. braziliensis
infection in BALB/c mice and in vitro in BMMFs

Because the expression of AnxAl in a Leishmania infectious
model has not been previously investigated, we first evaluated the

kinetics of AnxAl expression during the course of L. braziliensis
infection in BALB/c mice. As shown in Fig. 1A, L. braziliensis
infection in WT BALB/c mice followed a pattern of resistance to
infection, as edema at the infection site increased in size, reaching
a maximum average value on the second week postinfection, and
decreased gradually afterward. Tissue parasitism correlated with
lesion size, as high numbers of parasites were detected on the
second week postinfection, but decreased progressively from the
second week on (Fig. 1B). Parasites were no longer detected at
8 wk postinfection.

Following the infection course, AnxAl expression in WT ani-
mals increased as early as 1 d after L. braziliensis infection,
remained high for 2 wk, when higher lesion size and parasitism
peaks were observed, but decreased, alongside the decrease in
lesion size and tissue parasitism, reaching significantly lower
levels at 12 wk postinfection (Fig. 1C; corresponding densitom-
etry analysis in Fig. 1D). These findings indicate that AnxAl
expression is induced during L. braziliensis infection in BALB/c
mice, and it may be important for control of the inflammatory
process in this model of resistance to infection, because their
levels were up- and downregulated in parallel with lesion size and
parasitism. L. braziliensis infection also induced phosphorylation
of ERK1/2 and p65/RelA, as compared with the noninfected
group (data not shown).

Because MFs are the primary target of intracellular Leishmania
infection and AnxAl is known to modulate dendritic cell and MF
functions, including phagocytic competence (39, 40), we investigated
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FIGURE 1. AnxA1l expression during the course of L. braziliensis in-
fectioninBALB/cmice. BALB/cmicewere infected inthe lefthind footpad
with 1 3 107 promastigotes of L. braziliensis. (A) Lesion sizes were mon-
itored weekly with adigital caliper. Dataare presented as mean 6 SEM. (B)
Parasite loads were evaluated at different times after infection. Statistically
significant differences were assumed whenp , 0.05in relation to (a) 2 wk
postinfection. Dataare presented asmean 6 SD of at least four mice ineach
time point (C) Western blotting analysis of AnxA1l. For loading control,
membranes were reprobed with b-actin. (D) Densitometric analysis of
AnxAlbandsnormalizedto b-actin. Dataare presented as mean 6 SD of at
least three mice in each time point. Data are representative of two experi-
ments with similar results. Statistically significant differences were assumed
when p , 0.05 in relation to (a) control noninfected animals, (b) 1 d
postinfection, and (c) 2 wk postinfection. ND, not detected.
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the kinetics of AnxAl expression in BMM¥s from WT mice and the
phagocytic capacity of M¥s derived from AnxA1%Z mice. As
previously demonstrated in our in vivo assays in BALB/c mice,
AnxALl expression was also modulated in WT mice BMMTFs, in-
creasing significantly after 24 h of infection (Fig. 2A, 2B). Although
the proportion of infected BMM¥s was similar between WT and
AnxA1%’Z mice (Fig. 2C), AnxA1%/Z BMMs displayed lower
numbers of parasites per infected cell shortly after infection
(3 h), suggesting an impaired ability of phagocytosis in AnxA1%2
mice. However, as seen in Fig. 2D, after 24 h of infection, similar
numbers of parasites per infected cell were observed in both groups,
indicating that MF activity in response to infection was not af-
fected. Atthe 48 h time point, the numbers of parasites are smaller
in WT cells, whereas they remain constant in AnxA1*cells, as
compared with 3 h postinfection. Interestingly, L. braziliensis—
infected BMMFs derived from AnxA1%/Z mice produced more
TNF-a after 3 and 24 h of infection, and IL-10, after 24 and 48 h,
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FIGURE 2. AnxAl expression in BALB/c BMM¥s. BMMFs from WT

BALB/c or AnxA1%? mice were infected with L. braziliensis promasti-
gotes, at a 5:1 parasite/cell ratio. (A and B) AnxAl deficiency and absence
of unspecific reaction with parasites proteins were confirmed by Western
blotting in uninfected cells (Ul) and in cells infected during 3, 24, and
48 h. For loading control, membranes were reprobed with b-actin. Blots
are representative of three experiments using pooled cells from at leasttwo
animals in each experiment. At 3, 24, and 48 h postinfection, cells were
evaluated to (C) percentage of infected cells and (D) number of parasites
per infected cells. At the same time points, supernatant was assessed to
TNF-a (E) and IL-10 (F) concentrations. Data are presented as mean 6
SD. Data are representative of two experiments with similar results, with at
least four mice per group in each time point. Statistically significant dif-
ferences were assumed when p , 0.05 in relation to (@) uninfected cells,
(b) 3hpostinfection, and (c) 24 h postinfection. *p , 0.05between WT
and AnxA1%? mice.

as compared with BMM¥s derived from WT mice (Fig. 2E, 2F).
Collectively, these findings suggest that AnxAl deficiency impacts
M¥ competence for L. braziliensis phagocytosis, but it does not
impair the fight against parasites, at least in part due to greater
TNF-a production.

AnxA1%2 mice effectively control parasite multiplication but
display increased lesion size and inflammatory infiltrates
during L. braziliensis infection as compared with WT mice

Given that AnxAl levels were modulated in vivo and in vitro during
the course of L. braziliensis infection in BALB/c mice, we compared
the edema and the tissue parasitism in WT BALB/c and AnxA1%?
mice. As seen in the Fig. 3A, the pattern of lesion size development
in AnxA1?” mice was similar to that observed in WT animals.
However, AnxA1%? mice display further and significantly increased
lesion size at the third week postinfection, as compared with WT
mice, suggesting a delay in the resolution of inflammatory responses.
We also investigated the ability of AnxA1?? to control parasite
replication at the infection site. Comparable numbers of parasites
were detected in AnxA1%? and WT mice either at 2 or 5 wk
postinfection (Fig. 3B), indicating that the lack of AnxAl did not
affect the control of tissue parasitism in L. braziliensis infection.
The histopathological analysis of skin biopsies of footpads of
L. braziliensis—infected mice revealed significant inflammatory
alterations, especially in the deep dermis and hypodermis
(Fig. 3C, 3E). Significant epidermal changes, including acan-
thosis, dyskeratosis, papillomatosis, exocytosis, or hyperkeratosis,
have not been detected either in WT or in AnxA1?? infected
samples. In contrast, L. braziliensis infection for 4 wktriggered
evident inflammatory cell infiltration into deep dermis and/or
hypodermis. Whereas WT mice presented slight to moderate
leukocyte infiltration (Fig. 3C, 3D), AnxA1%? mice had moder-
ate to severe leukocyte infiltration (Fig. 3E, 3F). A mixed pop-
ulation of mononuclear (MFs, plasma cells, and lymphocytes) and
polymorphonuclear (neutrophils and eosinophils) leukocytes
characterized the cellular exudates of the WT and AnxA1%?
mice. The distribution of the inflammatory infiltrate varied from
focal to diffuse exudates, with the diffuse pattern more frequent,
along the deep dermis, hypodermis, and associated muscle tissue
(Fig. 3C, 3F). Quantification of the histopathological findings is
presented in Fig. 3G. Other histological events potentially asso-
ciated with L. braziliensis skin infection, such as the presence of
Langham’s giant cells or foreign body giant cells, typical granu-
lomatous chronic inflammatory reaction, or necrotic areas, have
notbeenobserved. At8 wk postinfection, inflammatory responses
decreased in both groups of mice. Nevertheless, no significant
differences in the inflammatory cell infiltration were detected in
WT and AnxA1%? mice, suggesting that, regardless of the lack of
AnxAl, inflammatory reactions tended to resolve in all animals.
Following the evidence that AnxA1%? mice efficiently con-
trolled parasite multiplication, but displayed delayed resolution of
inflammatory response, the levels of some key cytokines that are
essential for activation of MF leishmanicidal mechanisms and
control of L. braziliensis infection were investigated (Fig. 4). IFN-g
(Fig. 4A), IL-4 (Fig. 4B), and IL-10 (Fig. 4C) levels produced by
lymph node cells were significantly increased in AnxA1%? mice at
2 wk postinfection in response to AgLb, as compared with WT
animals. After 6 wk of infection, IFN-g production in WT mice
returned to basal levels, although it remained higher in AnxA1%?
mice. At this time point, the levels of IL-4 and IL-10 were not
different between the two genotypes. These findings may also in-
dicate that the increased IFN-g levels were associated with more
intense edema and inflammatory responses in AnxA1%? mice.
Alternatively, the concomitant increase in IL-4 and IL-10 levels in
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FIGURE 3. Kinetic evaluation of lesion size, par-
asitism, and histopathological changes during
L. braziliensis infection in WT and AnxA1%* mice.
WT BALB/c or AnxA1%* mice were infected in the
left hind footpad with 1 3 10’ promastigotes of
L.braziliensis. (A) Lesionsizeswere monitored weekly
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with a digital caliper. Data are presented as mean 6 0.0
SEM. *p , 0.05 between WT and AnxA1%?mice. (B)
Parasite loads were evaluated at different times after
infection. Data are presented as mean 6 SD. Data are
representative of two experiments with similar results,
with at least four mice per group in each time point.
Statistically significant differences were assumed when
p , 0.05 in relation to (a) 2 wk postinfection (WT
group) and (b) 2 wk postinfection (AnxA1%? group).
Histopathological analyses (H&E) were performed
4 wk postinfection for WT (C and D) and AnxA12?
(Eand F) mice. Original magnification, 340 (Cand E),
3200 (D and F). (G) Quantification of inflammatory
infiltrate in mice footpad at 3, 4, and 8 wk postinfec-
tion. Data are presented as mean 6 SD. Data arerep-
resentative of two experiments, with similar results,
with at least four mice per group in each time point.
*p , 0.05 between WT and AnxA1%? mice.

those mice may well compensate for the lack of AnxAl-mediated
mechanisms, controlling inflammation and its resolution, and con-
sequently the edema in the infected footpad.

Proinflammatory signaling pathways are upregulated in
AnxA1%2 mice

Given the delayed resolution of the inflammatory responses in AnxA1%
mice, activation of the signaling pathways related to production of
inflammatory mediators, which included the MAPK ERK1/2 and NF-
kBp65, and the cleavage of caspase-3, as an apoptosis marker, was
also investigated. Absence of AnxALl expression in AnXA1%? mice
was also confirmed in this analysis (Fig. 5A, 5B). As shown in Fig. 5,
comparable levels of p-ERK1/2 and p-p65 were detected in WT and
AnxA1”? mice at 2 wk after L. braziliensis infection. However,
significantly higher activation of these proteins was observed in
AnxA1%? mice at 8 wk, as compared with WT mice, suggesting that
the delayed resolution of inflammatory response observed in knockout
mice after the second week of infection was associated with more
intense and persistent activation of p-ERK1/2 and NF-kB (Fig. 5A,
5C, 5D). Cleaved caspase-3 levels were not altered in AnxA1%?
mice, as compared with WT mice (Fig. 5A, 5E), suggesting that ap-
optotic mechanisms are activated in L. braziliensis infection, regardless
of the lack of AnxAl expression in the knockout mice.

Considering that AnxA1 reduces the expression ofiNOS in strains
of murine MFs (41), as well as the importance of NO for the control
of infection by L. braziliensis (42), we compared the iNOS ex-
pression in tissues of AnxA1%? and WT infected mice (Fig. 6).
Accordingly, AnxA1?2 animals showed an increased expression
of iNOS, both at the second (0.71 6 0.07 versus 0.42 6 0.06 AU
for WT animals) and eighth week postinfection (0.63 6 0.11 versus
0.0.31 6 0.05 AU for WT animals). Therefore, our data suggest that
the lack of AnxAl during L. braziliensis infection of BALB/c mice
results in increased edema and activation of the inflammatory re-
sponse, including increased IFN-g levels and iNOS production,
leading to efficient control of parasite replication (Fig. 3B).

AnxA1 systemic levels are increased in serum from patients
presenting ML

The results described in the present study, in L. braziliensis—
infected mice, strongly suggest that AnxAl may be relevant
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for control and resolution of inflammation during human
L. braziliensis infection. Therefore, we have compared AnxAl levels
in sera of patients with LCL and ML caused by L. braziliensis, as
well as in control healthy subjects, paired by sex and age. The
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FIGURE 4. Cytokine levels in lymph nodes from WT and AnxA1%2
mice 2 and 6 wk after L. braziliensis infection. WT BALB/c or AnxA1%?
mice were infected in the left hind footpad with 1 3 107 promastigotes of
L. braziliensis. At 2 (left panels) or 6 (right panels) wk postinfection,
lymphnode cells were stimulated in vitrowith AgLb. After 48 h, super-
natants were evaluated for (A) IFN-g, (B) IL-4, and (C) IL-10 levels by
ELISA. All dataare presented as mean 6 SD. Dataare representative of
two experiments, with similar results, with at least four mice per group.
Statistically significantdifferenceswere assumedwhenp, 0.05inrela-
tionto (a) WT control groupand (b) AnxA1*?group. *p , 0.05between
WT and AnxA1?? mice.
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characteristics of patients and control subjects are described in
Table I. As seen in Fig. 7, the levels of AnxA1 were similar in seraof
LCL patients and control subjects. In contrast, significantly increased
AnxALl levels were detected in sera of ML patients, as compared with
both LCL patients and control subjects. Therefore, systemic levels of
AnxAl are increased in ML patients, which are known to display
chronic exacerbated inflammatory responses.

Discussion

AnxALl expression has been extensively investigated in models of
sterile inflammation, leading to the recognition of its role as a key
modulator of both of the innate and adaptive immune systems (15,
43). However, in the context of intracellular parasite infection only
few studies (28, 44, 45) have been reported, including the dem-
onstration that AnxAl expression is locally increased in LCL
lesions caused by L. braziliensis infection (29). Given that

L. braziliensis infection may lead patients to develop an exacer-
bated inflammatory response, with intense tissue damage in
chronic disease stages (3, 4, 6), the understanding of the mecha-
nisms involved in the modulation of inflammatory responses, in-
cluding AnxAl expression, in leishmaniasis may provide new
insights for the development of effective therapies.

BALB/c mice are extremely susceptible to various Leishmania
species but are resistant to L. braziliensis infection (9). Therefore,
this model of naturally resolving infection is suitable to evaluate
whether AnxAl expression is modulated during the course of
Leishmania infection. Indeed, AnxAl was actively expressed in

vitro, in BMM¢s, and in vivo, in BALB/c mice, during
L. braziliensis infection. Moreover, in these animals, AnxAl ex-
pression was upregulated during the time of increased footpad
edema and parasite multiplication, and it was lately downregu-
lated accordingly to control of inflammatory responses and
elimination of parasites. Thus, our Kinetics experiments suggested
an active role of AnxAl on modulation of the inflammatory re-
sponses during L. braziliensis infection in BALB/c mice. In con-
trast, in a self-resolving model of LPS-induced pleurisy, the
accumulation of the intact form of AnxAl (37 kDa) was lost
concomitantly to intense neutrophilic infiltration and it was
regained at the time points of resolution (25, 46). In agreement, in
this model of neutrophilic inflammation, the use of protease
inhibitors impaired AnxAl cleavage and promoted resolution of
inflammation (47).

There issignificant evidence of reduced phagocytic capacity of
Mdps derived from AnxA1*® animals, although Mgs
from AnxAl-deficient mice phagocyte opsonized particles
similarly to control M¢s (39, 40, 48). Also, AnxAl is also
known to inhibit other Mg¢ functions, including cytokine
expression and the pro- duction of TNF-a (49). In agreement,
our data support the sug- gestion that BMMo¢s from
AnxA1%Z are less competent to phagocyte L. braziliensis
promastigotes. However, after 24 h of infection, AnxA1%@
BMM¢s showed comparable numbers of parasites per infected
cells to WT BMMo¢s, suggesting that
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FIGURE 6. iNOS expression after L. braziliensis infection in WT and
AnxA??mice. WT BALB/c or AnxA1%? mice were infected in the left
hind footpad with 1 310" promastigotes of L. braziliensis. At2 and 8 wk
postinfection, skin samples from infected footpads were processed and
evaluated by Western blotting for iNOS expression. (A) Western blotting
analysis of INOS at 2 and 8 wk postinfection. For loading control, mem-
branes were reprobed with b-actin. (B) Densitometric analysis of iNOS
bands normalized to b-actin. Data are representative of two experiments,
with similar results. Data are presented as mean 6 SD of three mice per
group in each time point. *p , 0.05 between WT and AnxA1%?mice.

T

AnxA1 deficiency did not affect the BMM¢s responses to parasite
infection. Interestingly, AnxA1%2 BMM¢s expressed increased
levels of TNF-a, after 3 and 24 h, and IL-10 after 24 and 48 h,
after L. braziliensis infection, indicating that cells were more
activated for cytokine production. Therefore, the exacerbated
production of TNF-a and IL-10 may ultimately balance the
proinflammatory and anti-inflammatory responses, compensating
for the lack of AnxAl expression.

In vivo, the control of L. braziliensis replication in AnxAl
mice was as effective as in WT mice, and it occurred at the same
time points, supporting the hypothesis that AnxA1** mice can
efficiently control parasite multiplication. These findings differ
from those reported for M. tuberculosis infection in AnxA1%?2
mice, which showed that AnxAl-deficient animals were more
susceptible to infection, displaying increased pulmonary bacterial
burden and exacerbated and disorganized granulomatous inflam-
mation (30, 39). These pathological manifestations correlated with
an impaired ability of AnxA1%? dendritic cells to activate naive
T cells, leading, consequently to low IFN-g production. In our
study, lack of AnxAl protracted the resolution of inflammatory
responses, but it did not impact the course of disease or activation
of specific T cell responses. Assessment of cytokine productionby
popliteal draining lymph node cells revealed increased and sus-
tained parasite-specific IFN-g levels. Thus, deficiency of AnxAl
in the model of L. braziliensis BALB/c mice infection did not

2/2

Table 1. Characteristics of LCL and ML patients and control subjects

compromise the activation of IFN-g—producing cells and other
specific cellular immune responses, resulting, in turn, in an ef-
fective capacity to eliminate parasites.

AnxAl was demonstrated to modulate Ag-specific CD4" T cell
proliferation and cytokine production (26). AnxAl also induces IL-
10 production (41, 50, 51). IL-4 and IL-10, in addition to the
proresolving mediators, are important in the regulation of IFN-g
production by inhibiting exacerbated Th1 responses and controlling
inflammatory responses (52). Although IFN-g has an outstanding
importance in Leishmania spp. infection, exacerbated type 1 cellular
responses are associated with the pathogenesis of leishmaniasis (53),
which could be due to defects in the activation of proresolving
pathways, including those induced by AnxAl. However, increased
levels of IL-10 were also observed in L. braziliensis-infected
AnxA1%? mice. In this case, other stimuli to 1L-10 production may
be acting, including lipoxin A4, which may compensate for the lack
of AnxALl in this model (21). Similar compensatory mechanisms
have been demonstrated in a genetic-deficient background of the
glucocorticoid-induced protein GILZ (46).

The increased IL-4 and IL-10 levels observed after L. brazil-
iensis infection may have therefore contributed to recovery and
maintenance of tissue homeostasis. Importantly, they did not
impair parasite control. However, the increased levels of anti-
inflammatory cytokines may have resulted in a delayed ability of
AnxAl-deficient animals to resolve inflammation. One possible
explanation for the delayed resolution of inflammatory responses
in AnxAl during L. braziliensis infection may be the exacerbated
activation of signaling pathways related to production of proin-
flammatory mediators in late periods of infection, such as the
MAPK ERK1/2 and NF-kB pathways. In agreement, the increased
expression of ERK1/2 observed at 8 wk postinfection in AnxA1%?
mice may be related to an extended survival of inflammatory cells at
the site of infection, similarly as observed in a model of Chagas’
disease in which the activation of ERK1/2 correlated with in-
flammatory cell survival (54). Recently, a delay in neutrophil
apoptosis in mice infected by L. major was demonstrated, an ef-
fect mediated by the activation of ERK1/2 (55). Alternatively, the
ERK1/2 activation at this late period of infection may have af-
fected the increased production of the anti-inflammatory cytokine
IL-10 as a feedback, compensatory mechanism for regulation of
tissue inflammation (56).

The activation of NF-kB has a major impact in Leishmania spp.
infection due to its participation in the production of 1L-12, and
thus the development of Thl responses (57, 58). Moreover, ma-
nipulation of the NF-kB pathway is strategically used by Leish-
mania spp. to subvert the host immune response in susceptible
mice models (59-65). Therefore, the increased levels of p65 NF-
kB correlated with the delay in the edema resolution and in-
flammatory responses during the late stages of L. braziliensis in-
fection in AnxA1%? mice. Finally, caspase-3 activation was not
affected by the lack of AnxAl. The high caspase-3 cleavage (and
consequent activation) in the second week postinfection may be
related to increased apoptosis of inflammatory cells in the mi-
croenvironment of the lesion in both mice (25).

LCL ML
Groups Control Patient p Value Control Patient p Value
Number of individuals 10 10 NS 12 12 NS
Average age, y (range) 22.6 (9-35) 21.7 (9-33) NS 42.8 (25-76) 45.4 (29-74) NS
Male, n (%) 5 (50.0) 5 (50.0) NS 10 (83.3) 10 (83.3) NS
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FIGURE 7. Serum levels of AnxAlin LCL and ML patients and control
subjects. AnxAl levels were measured in serum samples from patients
with LCL or ML, as well as in paired control subjects. All data are pre-
sented as mean 6 SD of at least 10 patients per group. *p , 0.05 in re-
lation to the LCL patients group, *p , 0.05 between ML control subjects
and ML patients.

Exogenous administration of AnxAl protein reduced the iNOS
message and therefore the NO production in M¢s stimulated with
LPS (41). Treatment with dexamethasone also reduced the ex-
pression of INOS in response to LPS, through an AnxAl-
dependent mechanism (66). In the same vein, LPS-stimulated
M¢s from AnxA1%Z produced higher levels of iNOS as com-
pared with WT M¢s (40). In agreement, AnxA1%® mice dis-
played higher iNOS expression following L. braziliensis infection.
This finding suggests that AnxAl may modulate the levels of
iNOS and consequent NO production during L. braziliensis in-
fection. As L. braziliensis is highly susceptible to NO (42), the
major microbicidal mechanism during infection, parasite control
was effectively achieved in the absence of AnxAl, regardless of
the higher levels of IL-10 and IL-4.

Finally, serum AnxALl levels were significantly increased in ML
patients, but not in patients presenting with LCL. A recent study has
shown increased local expression of AnxAl in lesions of Brazilian
patients with LCL caused by L. braziliensis (29). These contrasting
findings may be related to the stage of infection in the different
groups of patients. Whereas LCL lesions develop on average 3 mo
after infection and are more promptly diagnosed, ML is asystemic
disease that develops years after a primary LCL lesion, as a late
complication and chronic inflammatory condition due to L. bra-
ziliensis infection. Although further studies are required, it is
reasonable to presume that the expression of AnxAl has been
detected only locally in LCL lesions (29) owing to moderate in-
flammatory responses, which may eventually spontaneously heal.
Alternatively, in a systemic infection characterized by a chronic
and more severe inflammation, AnxAl may become detectable in
sera of ML patients.

Persistence of parasites concomitantly to an intense inflamma-
tory response is still a puzzling question in human ML. More
intriguingly, in ML patients, high IFN-g/IL-10 secretion profiles in
response to Leishmania Ags are present (67). Interestingly, in
patients infected with Plasmodium vivax, AnxAl expression was
increased in regulatory T cells and decreased in CD4" and CD8"
T cells. Additionally, it has been suggested that AnxAl may
contribute to IL-10 production in plasma of patients with vivax
malaria (45). Considering the increase in AnxAl serum levels in
ML patients, our findings suggest that upregulation of AnxAl,
similarly to other anti-inflammatory markers (68), is not effective
to counterbalance the higher levels of proinflammatory mediators
present in ML patients, including higher levels of TNF-a. How-
ever, a deficiency in the engagement of AnxALl to its receptor or

disturbances in downstream pathways may be determinant for
maintenance of the chronic inflammatory condition. Curiously,
increased expression of AnxAl was shown in biopsies of patients
under anti-TNF therapy for ulcerative colitis and in mice lacking
TNFR1, indicating that blocking of TNF signaling may enhance
AnxALl bioactitity (69). In agreement, a deficit in the expression of
IL-10R has been reported in ML patients (68), accounting for
unbalanced type 1 and 2 immune responses in ML (68).

The presence of AnxAl, at the onset of inflammation, is important
to temper inflammation by inhibiting several proinflammatory me-
diators that are produced, such as PGs, cytokines, chemokines, and
adhesion molecules, decreasing leukocyte infiltration into tissue. In
agreement, it has been shown that the absence of AnxAl is asso-
ciated with development of more severe inflammation in different
models of inflammatory diseases (31, 70-73), suggesting that when
this counterregulatory pathway is defective, the inflammation is
overshot. Particularly in our experimental settings, lesions are bigger
in Leishmania-infected AnxA1%?, with more intense inflammatory
cell infiltrate, cytokine production by lymph nodes cells, and ex-
pression of inflammatory-associated pathways, as compared with
WT mice. From a translational perspective, the higher levels of
AnxALl in patients with ML, as compared with those presenting with
LCL, indicate that the upstream branch of the AnxAl pathway is
functional and upregulated to control/attenuate the exacerbated in-
flammatory response in a more severe and chronic inflammatory
milieu as compared that present in LCL patients. In the context of
other chronic inflammatory human diseases, a similar pattern, that is,
increased AnxAl levels, has been found in pre-eclamptic women
(74), Alzheimer disease (75), and ulcerative colitis (76).

In conclusion, our data indicate that AnxA1 is actively expressed
and may be required to control tissue inflammation in L. brazil-
iensis infection. Therefore, further investigations on the role of
AnxAl and its downstream pathway may eventually provide in-
sights to new therapeutic strategies to better manage tegumentary
leishmaniasis patients.
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5.4 Secéo 4:

O papel da Anexina Al na resolucdo da resposta inflamatéria durante a

infeccdo por Leishmania amazonensis

5.4.1 Cinética da expresséo local de AnxAl ao longo da infec¢&o por L.

amazonensis em camundongos BALB/c

Como AnxAl faz parte de um conjunto de marcadores associados a resolucéo
da resposta inflamatéria e retorno a homeostase, mantendo relacéo intrinseca
com a fagocitose e as modulagdes de IFN-y e IL-10 dentre outros processos,
decidimos investigar a participacdo da AnxAl na resposta a infeccao por L.
amazonensis apos os resultados obtidos no modelo de resisténcia a infecgéo por
L. braziliensis. Nesse modelo, como demonstrado pelos dados apresentados nas
secdes anteriores, ocorre uma supressao inicial da resposta inflamatéria nas
primeiras semanas de infec¢cdo, seguida de sua exacerbacdo apls a
defosforilagdo temporaria de ERK1/2, aspecto considerado critico para a
susceptibilidade deste modelo a infec¢éo. Para tal, camundongos BALB/c foram
inoculados com L. amazonensis e tecidos obtidos dos sitios de inoculacéo foram

avaliados em diferentes momentos por WB (Figura 24)
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Figura 24: Expressdo de AnxAl em patas de camundongos inoculados com L.
amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas com 1x10° promastigotas de
L. amazonensis na pata esquerda traseira. Como controles, animais foram inoculados com PBS.
Em diferentes momentos pés-infecgdo, animais foram submetidos & eutanasia e tecidos de suas
patas foram coletados, sendo seus extratos proteicos analisados por Western blotting. (A) Perfis
observados para AnxAl e B-actina. (B) Analise densitométrica para AnxA, ap0s normalizagédo
por B-actina. Dados representativos de dois experimentos com resultados semelhantes. Os
dados foram analisados por ANOVA, com p0s-teste de Newman-Keuls; (a) indica diferenca (p <
0,05) em relacdo ao controle; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a 24h; (c) indica diferenca
(p <0,05) em relagdo a 2 sem; (d) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a 5 sem.

Os resultados obtidos evidenciaram que a expressdo de AnxAl ndo se alterou
apos 24 horas, 2 semanas ou 5 semanas de inoculacdo em rela¢do ao controle.
Na nona semana pos-infeccao, observou-se um aumento na expresséo local de
AnxAl, correspondente as alteracbes de edema na pata infectada, maior
parasitismo tecidual e intensa inflamagéo tecidual. Assim, observamos que ha
modulacdo da expressdo de AnxAl na infecgdo por L. amazonensis, mas de
forma distinta daquela observada no modelo de infeccéo por L. braziliensis. Os
niveis de AnxAl aumentam e diminuem concomitante a lesdo, configurando
resultados que se distribuem em uma curva em forma de sino. De modo

interessante, observou-se grande proporgao de AnxAl clivada, ou seja, da forma
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inativa da proteina apos infeccdo com L. amazonensis, 0 que pode ser devido
ao aumento dos niveis locais e subsequente clivagem por proteases (Vago et
al., 2015)

5.4.2 Camundongos BALB/c deficientes em AnxAl e infectados com L.
amazonensis apresentam aumento da lesdo ap0s sete semanas de

infeccéo.

Com o objetivo de verificar se a deficiéncia de AnxAl exerce algum efeito sobre
a cinética da infec¢cdo com L. amazonensis, camundongos AnxA1KO e WT foram
infectados com 1x10° promastigotas no coxim plantar esquerdo traseiro e o

tamanho da lesao foi avaliado semanalmente. (Figura 25)
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Figura 25: Curva de desenvolvimento de lesdo em camundongos inoculados com L.
amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata esquerda traseira
com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Semanalmente, foi acompanhado o
desenvolvimento da leséo, a partir da diferenca de espessura entre a pata inoculada e a pata
controle. Sao apresentados a média e o desvio-padrdo de ao menos quatro animais por grupo.
As comparacgfes entre as espécies, para cada tempo avaliado, foram feitas por teste t de Student;
(*) indica diferencas (p < 0,05) entre os grupos nos tempos avaliados.

Os resultados apresentados na figura 12 indicam que os animais AnxA1KO
apresentaram lesfes maiores que 0s animais WT apods sete semanas de
infeccdo. Na oitava semana de infeccdo, essa diferenca se ampliou, sendo

detectados animais KO com lesfes em processo de ulceragéo.
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Diante disso, a fim de verificar se 0 aumento da leséo entre os grupos WT e
AnxAl KO em um mesmo intervalo de tempo corresponderia ao aumento do
namero de parasitos nas lesdes, foi realizada a avaliacao do parasitismo tecidual
para ambos 0s grupos de animais na quarta e quinta semanas de infeccao,
quando 0os mesmos apresentavam lesdes equivalentes, e também na oitava
semana de infecg¢do, quando os animais AnxAl1KO apresentavam lesdes

maiores que os camundongos WT (Figura 25).
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|
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Figura 26: Parasitismo em camundongos AnxA1lKO ou Wild-type inoculados com L.
amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c AnxA1KO ou WT foram inoculadas na pata
esquerda traseira com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos poés-
infeccdo, os animais foram submetidos a eutanasia. Suas patas foram coletadas e processadas,
pela técnica da diluicdo limitante, para determinacdo do parasitismo tecidual. Sdo apresentados
a média e o desvio-padréo de quatro animais por grupo. Os dados foram analisados por teste t
de Student.

Esses resultados demonstraram que a auséncia de AnxAl néo interfere na carga
parasitaria dentro de um mesmo periodo de infec¢do, embora animais AnNXA1KO
apresentem lesGes maiores a partir da sétima semana. Portanto, a diferenca de
tamanho de lesdo observada se deve, possivelmente, ao impacto da deficiéncia
da AnxA1l, o que influencia o infiltrado inflamatorio local.
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5.4.3 Avaliacdo dos niveis das citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10 em

camundongos BALB/c WT e AnxA1KO infectados com L. amazonensis

Foi avaliada também a producéo das citocinas IFN-y, IL-10 e IL-4 por células
isoladas dos linfonodos drenantes dos sitios de inoculagcdo dos parasitas em
camundongos WT e AnxKO, em resposta ao antigeno especifico (Figuras 27,

28, 29)
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Figura 27: Producdo de IL-10 por células dos linfonodos drenantes de camundongos
inoculados com L. amazonensis. FEmeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata
esquerda traseira com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos poés-
infeccdo, animais foram submetidos & eutanasia e os linfonodos drenantes das patas inoculadas
foram coletados e processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com antigeno
particulado de L. amazonensis por 48 horas, a 37 °C e 5% COz. Por ELISA, foram quantificadas
as citocinas IL-10 (A, B, C: quatro, cinco e oito semanas, respectivamente. S8o apresentados a
média e o desvio-padrdo de dois experimentos semelhantes. Os dados foram analisados por
ANOVA, com pés-teste de Newman-Keuls. (*) indica diferenca (p < 0,05) de animais KO em
relacdo aos animais WT. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a células de camundongos
WT controle; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo a células de camundongos ANXKO
controle; (c) indica diferencga (p < 0,05) em relacédo a células de camundongos WT estimuladas
com antigeno particulado; (d) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo as células de camundongos
AnxKO estimuladas com antigeno particulado.



IL-4 pg/mL

107

(A) (B)
250 ab.c 500+
ab T ab.c
2004 400 T
150- E 300
E
100 :{ 2004
T
50+ 100+
0. 0L —— [ ]
DMEM Ag La DMEM Agla
semana 4 semana 5
(9
400+
a,b.c
300
—
E
2 200+
=T
=
100
Jmm T N
control Ag La
semana 8

Figura 28: Producdo de IL-4 por células dos linfonodos drenantes de camundongos
inoculados com L. amazonensis. Fémeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata
esquerda traseira com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos poés-
infeccdo, animais foram submetidos & eutanasia e os linfonodos drenantes das patas inoculadas
foram coletados e processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com antigeno
particulado de L. amazonensis por 48 horas, a 37 °C e 5% CO:2. Por ELISA, foram quantificadas
as citocinas IL-4 (A, B, C: quatro, cinco e oito semanas, respectivamente. S&o apresentados a
média e o desvio-padrdo de dois experimentos semelhantes. Os dados foram analisados por
ANOVA, com pés-teste de Newman-Keuls. (*) indica diferenca (p < 0,05) de animais KO em
relacdo aos animais WT. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a células de camundongos
WT controle; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo a células de camundongos ANXKO
controle; (c) indica diferenca (p < 0,05) em relagéo a células de camundongos WT estimuladas
com antigeno particulado; (d) indica diferenca (p < 0,05) em relagéo as células de camundongos
AnxKO estimuladas com antigeno particulado.
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Figura 29: Producdo de IFN-y por células dos linfonodos drenantes de camundongos
inoculados com L. amazonensis. FEmeas de camundongos BALB/c foram inoculadas na pata
esquerda traseira com 1x10% promastigotas de L. amazonensis. Em diferentes tempos poés-
infeccao, animais foram submetidos a eutanasia e os linfonodos drenantes das patas inoculadas
foram coletados e processados. As células obtidas foram estimuladas in vitro com antigeno
particulado de L. amazonensis por 48 horas, a 37 °C e 5% CO.. Por ELISA, foram quantificadas
as citocinas IFN-y (A, B, C: quatro, cinco e oito semanas, respectivamente. Sdo apresentados a
média e o desvio-padrdo de dois experimentos semelhantes. Os dados foram analisados por
ANOVA, com pés-teste de Newman-Keuls. (*) indica diferenca (p < 0,05) de animais KO em
relacdo aos animais WT. (a) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a células de camundongos
WT controle; (b) indica diferenca (p < 0,05) em relagcdo a células de camundongos ANXKO
controle; (c) indica diferencga (p < 0,05) em relacédo a células de camundongos WT estimuladas
com antigeno particulado; (d) indica diferenca (p < 0,05) em relagdo as células de camundongos
AnxKO estimuladas com antigeno particulado.

Nossos resultados demostraram maior expresséo dos niveis de IL-10 (Figuras
27A, 27B, 27C) nos animais AnxAl KO na auséncia de estimulo especifico e em
resposta ao AgLb durante a quarta e quinta semanas por L. amazonensis. Ja na
oitava semana de infec¢cdo, 0s niveis desta citocina apresentaram-se

semelhantes entre os grupos. Com relacdo a producéo de IL-4 (Figuras 28D,
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28E, 28F), foi observado aumento em ambos o0s grupos apés 4 semanas de
infeccdo, sendo que os seus niveis diminuiram nas semanas seguintes nos
animais WT, mas se mantiveram altos no animais AnxAl KO, em resposta ao
antigeno especifico. Em relacdo aos niveis de IFN-y, foram observados
aumentos na 42 e 82 semanas apoés infeccdo nos animais AnxAl KO mediante
estimulo especifico, sendo que esse efeito ndo foi observado em animais WT
(Figuras 29G, 29H, 29I).

5.4.4 Na auséncia de AnxAl, camundongos BALB/c infectados com L.

amazonensis apresentam exacerbacdo do processo inflamatério

Para uma melhor caracterizacdo da lesdo desencadeada pela infeccdo por L.
amazonensis nos camundongos BALB/c, foi realizada uma analise
histopatoldgica pos-infeccdo do coxim plantar da pata infectada nos grupos WT
e AnxAl KO apés cinco e seis semanas de infeccdo. Os resultados obtidos sdo
apresentados nas (Figuras 30, 31, 32). Nossos resultados revelaram que os
animais AnxAlKO apresentaram processo inflamatério mais intenso,

representado por maior influxo de leucécitos no sitio de lesdo e com predominio

de macrdéfagos vacuolizados.

Figura 30: Fotomicrografias de cortes histolégicos de coxim plantar de camundongos
BALB/c WT e AnxA1KO apds 5 semanas de inoculagao por L. amazonensis. Camundongos
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BALB/c foram inoculados com 1x10°% promastigotas de L. amazonensis. Apds 5 semanas, 0s
animais foram submetidos a eutanasia e os tecidos de suas patas foram processados para
histologia (4 pm, H&E). (A, B, C) representam imagens de animais WT e (D, E, F) representam
imagens de animais AnxAl KO. A e D aumento de 10X; B e E aumento de 40X e C e F: zoom
em area de tecido de camundongo inoculado por L. amazonensis, onde se pode observar
clareiras macrofagicas com macréfagos repletos de parasitos.

Figura 31: Fotomicrografia de cortes histolégicos de coxim plantar de camundongos
BALB/c WT e AnxA1KO apés 6 semanas de inoculacdo por L. amazonensis. Camundongos
BALB/c foram inoculados com 1x10° promastigotas de L. amazonensis. Ap6s 6 semanas, 0s
animais foram submetidos a eutanasia e tecidos de suas patas processados rotineiramente para
histologia (4 um, H&E). (A, B, C) representam imagens de animais WT e (D, E, F, G, H, I)
representam imagens de animais AnxKO. A, D, G: aumento de 10X; E, F, H, I: aumento de 40X
e C e F: zoom em area de tecido de camundongo inoculado por L. amazonensis onde se pode
observar parasitos no interior de vacuolos. (B): Epitélio sem maiores alterac¢des; (C): Intenso
infiltrado inflamatério na derme, marcado pela presen¢a de macréfagos com vacuolos contendo
o parasita (clareiras macrofagicas); (D): Area intensa com alteracéo da epiderme e infiltrado na
derme; (E): Epiderme com exocitose (células inflamatérias) e acantose (espessamento); (F):
Intenso infiltrado da derme com clareiras macrofégicas evidentes. Note a presenca de parasitas
no interior delas; (G): Area de ulceragdo; (H): Area de necrose com hemorragia; (I): Massa de
gueratina (hiperceratose) com exocitose.



111

10- Epiderme score
Bl Derme score I T

g{ [ Totalscore
- | l
S 6
% 1
=
Z 4
7))

24

0-

WT KO WT KO
5 semanas 6 semanas

Figura 32: Score histopatolégico do coxim plantar de camundongos BALB/c, ap6s 5e 6
semanas de inoculagdo com L. amazonensis

De modo geral, a andlise histopatologica de bidpsias de pele de camundongos
WT e AnxA1KO infectadas por L. amazonensis revelou altera¢gfes inflamatérias
significativas em ambos 0s grupos. Porém, essas alteracdes foram mais
pronunciadas nos animais AnxAl KO ap0s seis semanas de infec¢do. Enquanto
0os animais WT apresentaram ligeira exocitose, os AnxAlKO tiveram graus
variados de exocitose, papilomatose e hiperqueratose. Destaca-se a presenca
de ulceracédo em lesBes nos coxins plantares de 40% nos animais KO. Em ambos
0S grupos, as analises histoldégicas demonstraram grave infiltrado de leucécitos,
composto por uma populacdo mista de células mononucleares (linfécitos e
principalmente macrofagos) e polimorfonucleares (especialmente neutroéfilos). O
exudato celular foi caracterizado pela presenca de numerosos macréfagos com
grandes areas de vacuolos. Estes macrofagos encontravam-se intensamente
parasitados, abrigando um numero significativo de amastigotas de L.
amazonensis. A distribuicdo do infiltrado inflamatdrio foi difusa ao longo da

derme, hipoderme e tecido muscular associado.

Apés 5 semanas, a infeccdo por L. amazonensis desencadeou um evidente
infiltrado de células inflamatdrias na derme e/ou hipoderme profunda, mas nao
houve mudancas significativas na regido epidérmica. Este fendtipo foi

semelhante entre camundongos WT e AnxA1KO (Figura 30). Em contraste, ap6s
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6 semanas de infeccdo (Figura 31), alteracdes evidentes na epiderme foram
detectadas, principalmente nos animais AnxAl KO, nos quais foi possivel
observar evidente hiperceratose com exocitose na epiderme, a qual apresentou
areas de ulceracédo, erosdo e necrose. Em maior aumento (Figura 31-F), pode-
se observar um intenso infiltrado inflamatério, constituido basicamente por
macréfagos repletos de parasitos, caracterizando as chamadas clareiras

macrofagicas.

5.4.5 Avaliagcéo da infeccdo de BMDMs de WT e AnxA1KO com Leishmania

amazonensis

Com o objetivo de avaliar o papel da AnxAl na fagocitose de formas
promastigotas de L. amazonensis, foi realizado um ensaio in vitro que avaliou de
forma comparativa BMDMs de camundongos WT e AnxAl KO quanto a
porcentagem de células infectadas e ao numero de parasitas por célula apos 3,
6, 24 e 48 horas de infeccao (Figuras 33). Os resultados evidenciaram que néo
houve diferenca na porcentagem de BMDMs infectados quando se comparam
animais WT e AnxAlKO ao longo dos tempos analisados (Figura 32-A).
Entretanto, o numero de parasitas por célula foi maior em BMDMSs provenientes
de animais WT ao longo das 3 primeiras horas de infeccdo e menor nas etapas

finais do experimento, ou seja, apds 24 e 48 horas de infeccdo (Figura 33-B).
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Figura 33: Analise in vitro da infeccdo com L. amazonensis de BMDMs obt|dos de animais
BALB/c WT e AnxA1K0O.1x10° BMDMs obtidas de camundongos WT e AnxA1KO foram fixadas
em chamber slide (Lab-Tek®) e infectadas com promastigotas de L. amazonensis na propor¢ao
de 1:5. Apés 3, 6, 24 e 48 horas de estimulacéo fez-se a avaliacao da infeccdo: porcentagem de
células infectadas (A) quantidade de parasito por célula (B) e fotomicrografias representativas da
infeccdo (C). Em (C) BMDMs obtidos de camundongos BALB/c WT (I, 1l II, IV); BMDMs obtidos
de camundongos BALB/c AnxKO (V, VI, VII, VIII). Os tempos de analise pés infeccao séo: 3
horas (I E V), 6 horas (Il E VI), 24 horas (lll e VII) e 48 horas (IV e VIII). As setas vermelhas
indicam as formas amastigotas no interior dos macréfagos. Aumento de 40x.

Com o intuito de melhor elucidar o que desencadeou a presenca de maior
namero de parasitos em BMDMs AnxAl1KO, foi analisada a producédo de
citocinas TNF-a e IL-10, uma vez que a expressdo dessas citocinas sao
relacionadas em modelos de infeccdo in vivo por Leishmania spp com
mecanismos de resisténcia e suscetibilidade, respectivamente. No0ssos
resultados demonstraram que ndo houve diferenca entre os niveis de TNF-a
(Figura 34-A) nas culturas de BMDMs provenientes de animais WT e AnxA1KO
e que os niveis dessas citocinas se mantiveram basais ao longo dos tempos
analisados. No entanto, a dosagem de IL-10 apresentou niveis maiores nos
BMDMs de animais AnxA1KO nos tempos de 24 e 48 horas pos-estimulacdo

by

(Figuras 34-B), o que pode estar associado a inibicdo dos mecanismos

leishmanicidas e maior proliferagéo dos parasitos.
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FIGURA 34: Producdo de TNF-a e IL-10 por BMDMs de camundongos BALB/c WT e
AnxA1KO infectados por L. amazonensis. 1x10°> BMDMs obtidas de camundongos WT e
AnxKO foram fixados em chamber slide (Lab-Tek®) e infectados com promastigotas de L
amazonensis na proporcao de 1:5. Apés 3, 24 e 48 horas de estimulacéo a 37 °C e 5% COz, fez-
se a avalia¢do da produgéo de citocinas pelo método de ELISA: (A) niveis de TNF-a e (B) niveis
de IL-10. Foram apresentados média e o desvio-padrdo de dois experimentos semelhantes. Os
dados foram analisados por ANOVA, com pés-teste de Newman-Keuls. (*) indica diferenca (p <
0,05) de animais KO em relacdo aos animais WT. (b) indica diferenca (p < 0,05) em relacdo a
células de camundongos ANXKO apds 3h de infecgéo.
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5.4.6 Discussao Secéo 4

E sabido que a relagdo entre as mudltiplas espécies de Leishmania com
hospedeiros de diferentes espécies culmina em quadros da doenca com
manifestacbes clinicas marcadamente diferentes (SCHRIEFER; WILSON;
CARVALHO, 2008). Assim, os mediadores dos processos infeccioso e
inflamatorio podem se apresentar de forma distinta durante a infeccdo por
diferentes espécies em um mesmo hospedeiro. Baseado nessa assertiva e a fim
de se complementar 0os nossos estudos que avaliaram o papel da AnxAl no
contexto da infeccdo por L. brasiliensis (se¢cédo 3), foi avaliado neste trabalho a
cinética da inflamagcdo decorrente da infeccdo por L. amazonensis em
camundongos BALB/c wild type (WT) e deficientes em AnxAl (AnxAl KO). A
cuja suscetibilidade a esta espécie de protozodrio é sabidamente conhecida para
estes ultimos (CARNEIRO et al, 2015).

Corroborando dados da literatura, como revisto por SOONG et al (2012), a
infeccdo do coxim plantar traseiro de camundongos BALB/c por L. amazonensis
levou ao desenvolvimento de lesbes progressivas e que apresentaram
ulceracdes apds a oitava semana de infeccdo. Perfil similar foi observado em
camundongos C57BL/6 parasitados por essa cepa, cuja infeccdo também
resultou em lesbes nas quais o tamanho aumentou de forma gradual (MAIOLI et
al, 2004).

De modo patrticular, nossos resultados demonstraram que os animais AnxA1KO
apresentaram maior edema a partir da sétima semana de infecgdo quando
comparados aos animais WT. Esse fato vai ao encontro dos dados da literatura,
qgue afirmam que AnxAl possui a propriedade de modular a resposta inflamatoria
reduzindo o infiltrado celular e, consequentemente, o edema (SOLITO et al,
2000; DRECHSLER et al, 2015; SUGIMOTO et al, 2016). Nossas analises
histolégicas confirmaram essa propriedade modulatoria da AnxAl, uma vez que,
dentre os leucdcitos presentes no tecido lesado de ambos os grupos foi
observado um predominio absoluto de macré6fagos (com menor quantidade de
neutrofilos), populacdes bem menores desses dois tipos celulares foram

observadas no sitio inflamatério dos animais WT. Ainda em relagéo a estas duas
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populacdes de leucocitos em particular e como ja demonstrado neste trabalho,
camundongos BALB/c deficientes em anxAl e infectados por L. braziliensis
apresentaram maior edema e lesdo na epiderme. Nestas &reas, € possivel
visualizar histologicamente um infiltrado inflamatorio celular composto por uma
populacdo mista, majoritariamente constituida também por macréfagos e
neutréfilos. Em consonéncia com o0s nossos dados, trabalhos da literatura ja
relataram que, de modo geral, apos a infeccdo do hospedeiro pelo protozoario,
0s neutrofilos migram para o sitio da leséo, fagocitam o parasito e atuam como
células apresentadoras de antigenos. Concomitantemente, os neutrofilos
também expressam citocinas como o IFN-y, que agem sobre os macroéfagos e
induzem a expressao de NO responséavel pela eliminacdo do parasito (PETERS
et al, 2008; SALAZAR et al, 2017).

Cabe ressaltar que, por se tratar de doenca infecciosa, um efeito imunoregulador
excessivo decorrente da acdo dos mediadores pro-resolutivos poderia
interromper precocemente a resposta inflamatéria e tornar o hospedeiro ainda
mais susceptivel ao agravamento da infeccdo (FULLERTON et al, 2013). Por
outro lado, uma resposta reguladora exagerada poderia, neste contexto,
favorecer a proliferacdo do parasito e ser prejudicial ao hospedeiro. Entretanto,
a participacdo in vivo de AnxAl na limitacdo da inflamacdo causada pela
infeccdo por L. amazonensis € notavel. Embora uma melhor caracterizacdo do
modelo ainda se faca necessaria, a administracdo de AnxAl, em associacéo a
farmacos leishmanicidas, pode se apresentar como uma op¢ao promissora a ser
testada para o tratamento da leishmaniose, 0 que ainda ser& avaliado nesse
trabalho.

A habilidade de L. amazonensis em suprimir a resposta imune dos camundongos
hospedeiros nos momentos iniciais da infecgdo foi observada também através
da avaliacdo da producéao de citocinas. Células de camundongos infectados por
L. amazonensis produziram IL-10 e IL-4 de maneira continua ao longo do
desenvolvimento da lesdo. No entanto, os niveis destas citocinas foram bem
maiores nos animais AnxAl KO, principalmente na quarta e quinta semana de

infeccéo, o que supde-se ser uma resposta aos provaveis niveis de citocinas proé-
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inflamatdrias como IFN-y que se encontram ainda mais elevados nesse modelo
de infeccdo (TESTASICCA et al, 2013).

De modo geral, é sabido que IL-4 contribui para a infeccéo por L. amazonensis,
uma vez que animais infectados por esta espécie e deficientes para essa citocina
apresentaram aumento da expressao de IFN-y, o que resultou em lesdes
menores e com menor parasitismo em relacdo aos animais controles
(GUIMARAES et al, 2006). Trabalhos em que foram utilizados modelos murinos
infectados por L. braziliensis demonstraram que IL-4 atua tanto na modulacdo
da resposta imune, controlando a producao de citocicinas pré-inflamatoérias como
TNF-a e IFN-y (CASTELANO et al, 2012), quanto na ativagcdo da enzima
arginase-1, que por sua vez tem a capacidade de competir com a iINOs pelo
substrato L-arginina, levando a uma menor producdo de NO e favorecendo a
proliferacdo do parasita. De forma similar, a neutralizacdo de IL-4 em
camundongos BALB/c infectados por L. braziliensis promoveu a resolucdo das
lesbes em metade do tempo necessario para 0s animais controle
(DEKREY,1998).

Em relacdo a IL-10, JONES et al. (2002) evidenciaram que esta citocina contribui
tanto para a reducdo do dano tecidual quanto para o estabelecimento da
infeccdo. Por outro lado, camundongos C57BL/6 deficientes em IL-10
apresentam lesdes semelhantes aos animais controle, porém com maior area de

necrose.

Assim como realizado com a espécie L. braziliensis, neste trabalho foi avaliado
o perfil de infeccdo de BMDMs com L. amazonensis. Nossos resultados
evidenciaram uma maior capacidade fagocitica de BMDMs provenientes de
animais WT em relacdo aqueles dos animais AnxalKO. Estudos anteriores
realizados por YONA et al. (2004) mostraram reduzida capacidade fagocitica de
BMDMs de AnxalKO frente a captacdo de particulas de zimozano néo
opsonizado, sendo essa diferenca atribuida a baixa expressdo de moléculas
CD11b na superficie celular. Ainda dentro deste contexto, é importante salientar

gue promastigotas metaciclicas de Leishmania séo capazes de promover sua
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propria opsonizacdo por fatores do complemento, e que amastigotas sao
opsonizadas por anticorpos produzidos pelo hospedeiro, 0 que provavelmente
viabilizou sua fagocitose por M®s deficientes em AnxA1 (UENO e WILSON,
2012).

A avaliacdo da infeccdo também mostrou que, apos 24 e 48 horas de infeccao,
havia maior nimero de amastigotas nas células deficientes em AnxAl, o que
pode ser explicado pelo aumento da expressdo concomitante de IL-10, que
propiciou um ambiente menos hostil, favorecendo a manutencédo do parasita
intracelular. De modo geral, é notavel a participacdo de IL-10 no contexto da
infeccdo por L. amazonensis. Trabalhos anteriores evidenciaram que esta
citocina € importante no controle da expressao dos niveis de TNF-a e IL-12 e
gue atua também inibindo a ativacdo de macrofagos, ao reduzir os niveis de IFN-
v €, consequentemente, favorecer o desenvolvimento de formas amastigotas do
parasito no interior desses leucécitos (NAHID et al ,2016; JIAXIANG et al, 2003).
De modo semelhante, SOUSA et al (2014), avaliando o papel dos neutréfilos nos
estagios iniciais da infeccdo por L. amazonensis, verificou que a inibicdo de IL-
10 impactava negativamente no parasitismo em camundongos BALB/c, ainda
gue esses animais fossem depletados de neutrofilos e, portanto, apresentassem

uma imunidade celular prejudicada.

Cabe ressaltar que, para um melhor entendimento do real papel da AnxAl na
modulagdo do processo inflamatério no contexto de infecgdo por L.
amazonensis, NovVos experimentos in vivo e in vitro deverao ser realizados, entre
eles o tratamento de camundongos BALB/c infectados com o peptideo sintético
denominado Ac2-26, que contém a mesma sequéncia de aminoacidos da regido
N-terminal da AnxAl, caracterizada como promotora da sua acdo anti-
inflamatoria (Perret et al., 2002; VAGO et al., 2012).

Finalmente, embora os dados da avaliacdo da AnxAl em L. amazonensis
tenham apontado para um impacto na resposta inflamatéria, sem alteragdo do
parasitismo tecidual, ressalta-se que a modulacdo da expressdo de AnxAl,
assim como os outros aspectos investigados, s6 ocorrem em momentos tardios

da infecgé@o por L. amazonensis, indicando que 0os mesmos sdo secundarios a
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defosforilagdo de ERK1/2, como demonstrado na secdo 2. Coletivamente, os
dados obtidos nesse estudo corroboram a hipétese de que o controle da ativagao
da MAP cinase ERK seja um evento critico que antecede e se sobrepde ao efeito
desencadeado pela AnxAl, ao longo da infeccdo por L. amazonensis, com
consequente impacto na mudanca de padrdo das respostas inflamatoria e

imune.

5.5 Discussao Geral

Ao longo deste trabalho, abordamos o curso do parasitismo por duas espécies
de Leishmania em camundongos BALB/c. No modelo de resisténcia,
representado pela infeccdo por L. braziliensis, o pico da lesdo e também do
parasitismo ocorriam na segunda semana de infec¢cdo, seguida da reducao até
completa eliminagdo do parasita na quinta semana. No modelo de
susceptibilidade, representado por L. amazonensis, o processo de infeccéo
ocorria de maneira silenciosa até a quinta semana, quando havia aumento
continuo da carga parasitaria e da lesdo decorrente do aumento da resposta
inflamatdria que, mesmo intensa, ndo era mais capaz de controlar o parasitismo.
Diante destes fatos, consideramos que essa estratégia de analise comparativa
e cinética revelou aspectos importantes no curso da infeccdo, como o papel da
AnxAl e da ativacdo de ERK1/2, que foram abordados mais profundamente
neste trabalho,

Nossos dados também demonstraram que a modulacdo da via de sinalizagcao
celular ERK1/2 é um ponto chave no curso da infec¢éo pelas duas espécies. Sua
ativagdo concomitante com o apice da leséo no modelo de resisténcia esta
vinculada a ativacdo de outras vias (como o NF-kB) responsaveis por gerar um
ambiente mais inflamado, com predominio de resposta Th1l, niveis elevados de
IL-12 e IFN-y, capazes de sustentar a ativagéo de células leucocitarias e seus
mecanismos leishmanicidas. Na sequéncia, na reducédo do estimulo flogistico,
representada pela queda do titulo de parasitas, ocorre aumento dos niveis de

anxAl e caspase-3, responsaveis por diminuir o numero de células inflamatorias
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no sitio da lesdo e restabelecer a homeostase tecidual jA na auséncia do

patdégeno.

Por outro lado, observamos que, no modelo de susceptibilidade, ha uma
alteracdo na sequencia temporal em que esses eventos ocorrem. Baseado em
dados da literatura, € possivel supor que esta heterogeneidade em relagdo ao
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica e ao curso da lesdo, quando
comparado ao modelo de infec¢do por L. braziliensis, € desencadeada pela
modulacao da fosforilacdo de ERK1/2 e por niveis elevados de fosfatases acidas
e basicas produzidas e secretadas pela L. amazonensis. Sabidamente, essas
enzimas possuem a capacidade de retirar grupos fosfatos de residuos
importantes nas proteinas alvo, desativando-as. Dentre estes alvos encontram-
se as constituintes da via das MAP cinases como ERK1/2, p38 e JNK. Neste
contexto, e baseado no curso da infeccao por L. amazonensis, € plausivel que
essa espécie se utilize deste mecanismo, na tentativa de manter baixos niveis
de ERK1/2 fosforilado, similares aqueles do grupo controle ao longo das
primeiras semanas de infeccdo, conforme nossos dados demonstraram.
Somado a este fato, também foi possivel observar niveis baixos de ativacado da
via NF-kB, bem como das citocinas inflamatoérias IFN-y e IL-10 neste mesmo
periodo, fato que vai ao encontro de diversos trabalhos da literatura, que
salientam o papel da via NF-kB na ativacdo de linfocitos e células dendriticas.
Utilizando-se deste recurso, o parasita promove o curso silencioso da infeccao
mantendo a atividade da resposta imunolégica do hospedeiro abaixo dos

limiares de patogenicidade.

Entretanto, a quinta semana de infeccdo parece ser um ponto critico para o
sucesso e o estabelecimento do parasitismo. Neste periodo, um dado que nos
chamou atencéo foi o “shutdown” dos niveis de ERK1/2 fosforilado. Diante desta
observacédo, realizamos uma série de ensaios com o inibidor de MEK/ERK
U0126, no intuito de obter resultados que confirmassem nossa hipotese. Para
nossa surpresa, a inibicdo da ativagdo de ERK1/2 por U0126 em momentos
precoces da infeccdo desencadeou aumento da lesdo e da carga parasitaria no

hospedeiro, indicando a importancia deste mecanismo no contexto da infecgao.
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A reducédo observada dos niveis de P-ERK1/2 em relacdo aos niveis basais na
quinta semana foi interpretada como uma estratégia do parasito com o objetivo
de estimular a atividade do sistema imunol6gico do hospedeiro, aumentando o
processo inflamatdrio no sitio da lesdo e, consequentemente, favorecendo o
curso da infeccdo. Embora a principio esta estratégia seja contraditéria, ela
acarreta aumento do influxo de leucdcitos ativados (principalmente macrofagos)
para o local, facilitando a fagocitose do patdégeno. Essa nossa teoria €
respaldada em nossos dados histologicos que demonstraram aumento
acentuado de neutrdfilos e, principalmente, macréfagos no sitio flogistico, bem

como aumento dos niveis de IFN—y e IL-10 apés a quinta semana.

A reducéo dos niveis de ERK1/2 pode levar a ativacdo compensatéria de outras
vias de sinalizacdo, conforme discutido na secdo 2. Dentre estas vias, podemos
destacar a ativacdo de p38 e JNK, com consequente aumento dos fatores de
transcricdo como STAT3 e STAT4, responsaveis pela elevacao dos niveis de IL-
12 e aumento da relagdo Th1/Th2 (BOUHAMDAN, 2015). Este eventos
culminam com o &pice do processo inflamatério observado na nona semana, em
que foi possivel observar a elevacao dos niveis de P-ERK1/2, o que poderia estar
associado a ativacdo de NF-kB e ao aumento das citocinas inflamatorias e da
populacdo de leucdcitos no sitio flogistico, principalmente macréfagos repletos
de amastigotas. Embora neste estagio o organismo hospedeiro promova uma
intensa resposta inflamatdria caracterizada pela presenca de lesfes ulcerativas,
ela ja ndo consegue mais debelar o processo infeccioso.

Em relacdo a participagdo da proteina AnxAl no modelo de resisténcia, é
importante ressaltar o seu papel chave no desenvolvimento de mecanismos
resolutivos ao reduzir o niumero de células inflamatdrias no sitio da leséo, seja
por diminuicdo do influxo celular ou pela inducdo de processos apoptoticos
desses leucdcitos, contribuindo decisivamente para o restabelecimento da
homeostase tecidual (SUGIMOTTO et al., 2016). Por outro lado, no modelo de
susceptibilidade, sua acdo parece ser secundaria aos eventos decorrentes da
modulacdo das vias de sinalizacdo induzidos pela presenca do patégeno que,
como mencionado anteriormente, estimula a manutencdo de um ambiente

inflamato6rio com o intuito de favorecer o parasitismo. De modo complementar,



122

nossos dados demostraram que, na auséncia de AnxAl, os animais infectados
por L. amazonensis apresentaram maiores niveis de IL-10, o que poderia

acarretar numa menor ativacdo de macréfagos e favorecimento da infeccgéo.

Por fim, salientamos o ineditismo deste trabalho no estudo in vivo do papel da
AnxAl e da modulacdo da ativagao da via MEK/ERK ao longo do processo de
infeccdo por duas espécies de Leishmania que apresentam perfil de infeccéo e
resposta imune completamente distintos. Reforcamos também a necessidade de
realizar novos ensaios comparativos que avaliem, por exemplo, o perfil de
fosfatases expressas por estas espécies no curso do parasitismo como
mecanismo de viruléncia, bem como a realizacéo de testes complementares com
o uso farmacoldgico do peptideo Ac2-26 na infeccdo por L. amazonensis, e a
avaliagcdo do uso do U0126 no modelo de infecg&o por L. braziliensis. Esperamos
gue esse conjunto de dados possa contribuir para um melhor entendimento dos
mecanismos na manipulagdo dos processos resolutivos e das vias de
sinalizacdo, aspectos interessantes ndo sO sob o ponto de vista bioldgico da
interacdo entre parasito e hospedeiro, mas também pelo potencial que encerra

para o desenvolvimento de farmacos e estratégias terapéuticas.
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6 - Conclusodes

A AnxAl é produzida durante a infeccdo por Leishmania, sendo um
componente importante do resolucdo do processo inflamatério na
infecgdo por L. braziliensis em camundongos BALB/c, mas ndo tem
impacto no controle do parasitismo tecidual, independente da espécie do
parasito. Na infeccdo por L. amazonensis, sua producdo € um efeito
secundario da modulacédo da ativacdo de ERK1/2 e da exacerbacéo da
resposta inflamatoria. No entanto, como o0 estimulo para o resposta
inflamatéria ndo cessa, devido a continua multiplicacdo dos parasitos, ha
progressédo da lesGes teciduais nos camundongos infectados.

A modulacéo da ativacdo de MAPK ERK1/2 tem impacto na ativacao da
resposta inflamatéria, ao longo da infeccao por Leishmania, em especial
na susceptibilidade a infec¢do por L. amazonensis. Enquanto a ativacao
se mantém em niveis basais nos estagios iniciais da infeccdo, a
defosforilacdo dessa MAP cinase, por um breve espaco de tempo, em
momentos tadios € determinante para a ativacdo de respostas
inflamatérias especifcas, e progressao das lesbes e do parasitismo

tecidual.
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