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RESUMO

A dicotomia Tul/Tu2 que tanto elucida os modelos de resisténcia e suscetibilidade nas
infeccdes por Leishmania major nao € aplicavel a infeccdo por L. amazonensis. Nesta
infeccdo observam-se respostas imunologicas mistas, sem efetivamente polarizar para
nenhum perfil conhecido, diferenciando os paradigmas envolvidos na suscetibilidade e na
resisténcia a parasitos. O TNF ¢ uma citocina pleiotrdpica, atua na mediacdo da inflamacao,
desenvolvimento e homeostasia do tecido linfoide, destruicao da matriz extracelular, e tantas
outras. A atuagdo do TNF se da via dois receptores, TNFR1 e TNFR2, ambos desencadeiam a
resposta inflamatdria, mas exclusivamente através do TNFR1 o TNF auxilia na regulacao e
supressao desta reposta através da apoptose via caspase 8/3. Assim, nosso trabalho visou a
identificacao do papel do TNFR1 no curso de infec¢do e desenvolvimento das lesdes cutaneas
em camundongos infectados por L. amazonensis. Nossos dados revelaram a importancia do
TNFRI1 no controle da lesdo, embora ndo no controle parasitario. Este controle se mostrou
mais eficaz no modelo de infec¢cdo subcutaneo, onde além de promover o controle da lesdo,
foi importante para manutencdo tecidual do o6rgdo infectado, possivelmente pela continua
producdo de IL-10. Ainda, na fase aguda da infec¢do, atua no recrutamento de células
mielodides e linfocitos para o sitio de infeccao e, na fase cronica, regula o recrutamento celular,
apenas na via subcutanea. A apoptose via TNFR1 foi inibida durante a infec¢ao intradérmica
por L. amazonensis, sendo utilizada uma via alternativa, porém que, segundo nossos dados,
parece ser inibida pela sinalizagdo pro-inflamatéria do TNFR1, uma vez que a apoptose foi
menor nos camundongos selvagens. Em conclusao, nossos dados sugerem o envolvimento do
TNFR1 na resisténcia a infec¢do por L. amazonensis, pois foi observado atuando tanto na
promogdo da inflamagdo como na sua regulacdo. Esta regulacdo € crucial para a manutencao
do o6rgdo acometido, parece estar relacionada com a produgdo ininterrupta de IL-10,
observada principalmente na infeccdo subcutanea. As diferentes vias de infec¢do evoluem
para diferentes tipos de resposta, parece que na via intradérmica a falta de controle das células
necréticas esta associada a perda massiva de tecido, enquanto que na via subcutanea o

controle do recrutamento celular esta envolvido com a manuten¢ao do 6rgdo infectado.

Palavras-chaves: leishmaniose; TNF; TNFR1; Leishmania amazonensis



ABSTRACT

The Th1/Th2 paradigm that explains most models of infection with Leishmania major does
not apply to the experimental models of infection with L. amazonensis. In this latter model,
mixed immunological responses rather than polarization are observed, in contrast with the
Th1/Th2 paradigm of resistance and susceptibility. TNF is a pleiotropic cytokine that
mediates inflammation, lymphoid tissue development and homeostasis, extracellular matrix
destruction, among other functions. TNF binds to two receptors, TNFR1 and TNFR2. Both
receptors trigger inflammatory responses but only by binding to TNFR1 TNF mediates
regulation or supression of inflammation, through induction of apoptosis via caspase 8/3.
Hence, our work aimed at the identification of the role of TNFRI1 the mouse model of
infection with L. amazonensis. Our data reveal the importance of TNFRI1 in the control of
lesion development, but not on the control of parasite replication. This control was more
efficient in the subcutaneous model of infection where, in addition to promoting lesion
control, TNFR1 was importante in the maintainance of tissue homeostasis, probably due to
IL-10 production. Furthermore, in the accute phase of the subcutaneous infection, TNFR1
mediated recruitment of mieloid cells and lymphocytes to the site of infection and, in the
chronic phase, regulated cell recruitment. TNFR1-mediated apoptosis was inhibited during
intradermic infection by L. amazonensis, and an alternative pathway was in play. However,
our data indicate that apoptosis seems to be inhibited by the pro-inflammatory signaling
through TNFR1, since apoptosis was lesser in wild-type mice. In conclusion, our data suggest
the involvement of TNFRI1 in resistance to L. amazonensis. This conclusion is supported by
the fact that TNFR1 acts both in the promotion and in the regulation of inflammation.
Regulation 1is crucial for preservation of the infected tissue, and seems to be related to
continuous production of IL-10, observed mainly in the subcutaneous infection. The two
different routes of infection evolve into diferente types of responses: the intradermic route the
lack of control of necrosis is associated to massive tissue loss, while the subcutaneous route

control of cell recruitment preserves the affected tissue.

Key words: leishmaniasis, TNF, TNFR1, Leishmania amazonensis
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1. INTRODUCAO

1.01 — Leishmanioses

Leishmanioses sdo um complexo de doengas cujos agentes etioldgicos, parasitos do
género Leishmania, sdo transmitidos durante o repasto sanguineo dos vetores — fémeas do
género Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo (DESJEUX, 2004).
Quatro formas clinicas distintas da doenca ja foram descritas: a leishmaniose visceral (VL);
leishmaniose dérmica pds-calazar (PKDL); leishmaniose cutdnea (CL); e leishmaniose
mucocutanea (MCL). As leishmanioses sdo classificadas como antroponoses, quando
exclusivas da espécie humana, ou zoonoses, quando naturalmente transmitidas entre humanos
e animais vertebrados (WHO, 2016). Apds o indculo do parasito, os individuos podem
permanecer assintomaticos por periodo indeterminado, sendo considerados naturalmente
resistentes; ou manifestarem os sintomas da doencga, variando com o grau de suscetibilidade
inerente aos acometidos. Espécie do parasito, variacdo genética do hospedeiro, dose e local da
infeccdo e a resposta imunoldgica apresentada sdo os fatores que contribuem para a
resisténcia ou variados graus de suscetibilidade dos individuos, acarretando na grande gama
de manifestacdes clinicas e diversidade de sintomas apresentados no decurso da leishmaniose
(SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004).

Lutzomyia e Phlebotomus sao gé€neros taxonOmicos classificados dentro da classe
Insecta, ordem Diptera, familia Psychodidae. Muito embora se conhegam mais de setecentas
espécies, cerca de trinta delas apenas tém capacidade vetorial demonstrada. Atualmente, o
género Leishmania esta subdivido em trés subgéneros: Leishmania (Leishmania), Leishmania
(Viannia) e Leishmania (Sauroleishmania), diferenciadas entre si pela por¢cdo que colonizam
do trato digestorio do hospedeiro invertebrado, dado suportado por analise filogenética
baseada na sequéncia de DNA (ANEXO A) (CROAN; MORRISON; ELLIS, 1997; NOYES
et al., 2002). Durante a hematofagia, fémeas de flebotomineos adquirem dos mamiferos
infectados os parasitos da leishmaniose que se apresentam sob duas formas distintas durante o
ciclo evolutivo. Uma das formas ¢ intracelular, ovoide e com flagelo interno, encontrada em
macrofagos e outras células fagocitarias do hospedeiro vertebrado, denominada amastigota

(HANDMAN; BULLEN, 2002). A segunda forma ¢ mais afilada, flagelada e movel, e se



encontra presente no trato digestorio do vetor invertebrado, denominada promastigota; sendo
esta a forma infectante do parasito (BATES, 1994).

As amastigotas livres ou interiorizadas em células fagocitarias, usualmente presentes
na pele do hospedeiro vertebrado infectado, alcangam o trato intestinal dos insetos logo apds o
repasto sanguineo. Uma vez neste ambiente, a temperatura menor € o pH elevado em relagao
a pele dos mamiferos desencadeiam o desenvolvimento dos parasitos, acompanhado de uma
série de alteragdes morfologicas. Contidas na matriz peritrofica, as formas amastigotas
passam a apresentar flagelo e motilidade reduzida, com alta taxa de replicagdo;
desenvolvendo, entdo, para a forma denominada promastigota prociclica. Inicia-se,
subsequentemente, a metaciclogénese. Apods alguns dias da instalacio no hospedeiro
invertebrado, a taxa de replicacdo decresce, os parasitos se alongam e adquirem alta
motilidade e, portanto, se tornam migratorios; formas denominada promastigota nectomona.
As formas promastigotas nectomonas alcangam a valvula do estomodeu, onde algumas
diminuem de tamanho, constituindo a forma denominada promastigota leptomona. Outras
aderem ao epitélio da valvula, e esta forma ¢ denominada promastigota haptomona. Aquelas
que se desenvolveram em promastigotas leptomona completam a metaciclogénese, atingindo
a forma promastigota metaciclica, infectante, que sera transmitida ao hospedeiro vertebrado
na proxima alimentacdo do vetor (ANEXO B) (BATES, 2007; BATES; ROGERS, 2004,
BLUM, 1993, SACKS; KAMHAWI, 2001).

Em contato com os humanos, os parasitos do género Leishmania ocasionam a
leishmaniose, cujas manifestagdes clinicas sdo variaveis. Ainda, a leishmaniose cutanea pode
ser subdividida em diferentes manifestacdes clinicas, apresentando-se como lesdo unica,
nodular ou ulcerativa, bem determinada; lesdes multiplas, geralmente nodulos, ao longo do
corpo (BARRAL et al., 1995), desenvolvidas, principalmente, em individuos
imunossuprimidos. Estas subformas sdo denominadas de leishmaniose cutanea localizada
(LCL) e leishmaniose cutanea difusa (DCL) respectivamente. Em casos cronicos de DCL, ha
registros de acometimento das mucosas da face, por contiguidade das lesdes na regido. As
principais espécies do parasito relacionados com a LCL sdo: Leishmania major, L. tropica e
L. aethiopica, no Velho Mundo; e L. mexicana e L. amazonensis no Novo Mundo. J& as
espécies associadas a DCL sdo: L. aethiopica, no Velho Mundo e L. mexicana e L.

amazonensis, no Novo Mundo. A forma mucocutanea ¢ caracterizada pelo comprometimento



da mucosa nasobucofaringea, por disseminagado sistémica — via linfohematogénica. No Velho
Mundo estd associada as espécies L. donovani e L. major, quando o afetado apresenta
imunossupressdo. J4 no Novo Mundo, os parasitos do subgénero Leishmania (Viannia),
mormente as espécies L. braziliensis e L. panamensis, estdo associadas a manifestacao
mucocutanea da leishmaniose. Por fim, as espécies L. donovani e L. infantum estao associadas
a forma visceral da doenga, ambas sdo encontradas no Velho Mundo, mas apenas a segunda ¢
endémica do Novo Mundo. A leishmaniose visceral ¢ a mais grave manifestacdo de
leishmaniose, acomete figado e baco, ocasionando hepatoesplenomegalia, sendo letal quando
nao tratada, (BATES, 2007, CROAN; MORRISON; ELLIS, 1997, DESJEUX, 2004).

As leishmanioses se enquadram na categoria de doencas tropicais negligenciadas
(NTD), ou seja, doengas que prevalecem nas regides tropicais e subtropicais, afetando mais de
um bilhdo de pessoas e, consequentemente, geradora de um alto custo econdmico. Além disso,
a populacdo acometida é geralmente a de baixa renda, que vive em habitagdes sem
saneamento basico adequado, em contato estreito com vetores e reservatorios destas doencas.
Embora medidas publicas de combate sejam regulamente postas em pratica, tais se mostram
muitas vezes ineficazes, inacessiveis ou complexas, sem a geracao e utilizacdo de drogas
como tratamento para as mesmas. Atualmente, as intervengdes tém sido estudadas e
direcionadas segundo as peculiaridades epidemioldgicas locais, no intuito de melhorar a
deteccao da doenga, bem como a prevencao e medidas de controle (YAMEY; HOTEZ, 2007,
WHO). Estima-se que a incidéncia anual de novos casos de leishmaniose no mundo ultrapasse
1,5 milhdo, sendo duzentos a quatrocentos mil novos casos de VL e setecentos mil a um
milhdo e duzentos mil de CL (ALVAR et al., 2012). Ha registros da doenca em 102 paises,
sendo que 90% dos casos de VL ocorrem em apenas seis paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia,
India, Suddo do Sul e Suddo. Ja 70% dos casos de CL ocorrem em dez paises: Afeganistio,
Argélia, Brasil, Colombia, Costa Rica, Etiopia, Ira, Peru, Sudao e Siria (ANEXO C) (WHO,
2016). Estimam-se quarenta mil Obitos anualmente causados pela forma visceral. As demais
formas, embora ndo gerem mortalidade, impactam na morbidade das referidas doengas.
Apesar de toda a abrangéncia das leishmanioses e seus impactos na populagdo mundial, as
pesquisas e o combate contra a doenga sao negligenciados pelos o6rgaos de saude e institutos

de pesquisa (ALVAR et al.,, 2012), sendo de grande importincia estudos para melhor



compreender os aspectos das leishmanioses e, consequentemente, gerar novos alvos de

combate ou aprimorar as mediadas profilaticas, bem como os tratamentos.

1.02 — Imunologia das leismanioses

A resposta inflamatoria contra patdégenos ¢ influenciada por fatores inerentes ao
hospedeiro tais como; o perfil genético, resposta imunoldgica, bem como fatores intrinsecos
ao agente etioldgico; viruléncia da espécie, forma evolutiva do parasito, tamanho e local do
in6culo. Devido a grande variabilidade de espécies dos parasito e diversidade génica da
populacao humana, um complexo de manifestagdes clinicas da doenga € observado, tanto no
aspecto histopatologico quanto no imunopatologico.

Com os avangos dos estudos imunobioldgicos, identificaram-se dois grupos distintos
de célula T auxiliares (helper CD4" T cell — Tu), baseados nos perfis de atividades de
interleucinas (IL), expressdao proteica e de fatores de transcricdo. Um grupo identificado foi
denominado células T auxiliares do tipo 1 (Tul), e o outro células T auxiliares do tipo 2 (Tu2)
(MOSMANN et al, 1986). Tal identificagdo proporcionou um grande avango nos
conhecimentos sobre a imunologia geral, principalmente acerca das leishmanioses,
destacando-se a infeccdo por L. major (HEINZEL et al., 1989). Por explicar incrivelmente
bem as resposta imunoldgicas categorizadas em resisténcia e suscetibilidade a alguns
parasitos, acreditou-se que o paradigma Tu1/Tu2 era a chave para resolugdo ou suscetibilidade
de diversos outros modelos de doengas infecciosas. Embora a descoberta de subpopulacdes de
células T auxiliares tenha sido um passo importante acerca dos conhecimentos
imunobioldgicos, a imunologia por muito tempo se assentou sobre esta dicotomia de forma
vendada, resultando em atrasos na construcdo de outras implicagdes ainda mais
engrandecedoras no que tange as subpopulagdes de células T auxiliares.

Atualmente, novas populagdes de células T auxiliares foram descritas, tais como
células T auxiliares regulatorias (Treg), Tul7, Tu9, Tu22 e células T auxiliares foliculares
(Ten), o que tem proporcionado uma reavaliagdo do paradigma Tul/Tu2; ndo so6 pela
influéncia destas populacdes na resolugdo de varias doencas (BETTELLI; OUKKA;
KUCHROO, 2007, CROTTY, 2011, JAGER; KUCHROO, 2010, KORN et al., 2009), como

também pelo crescimento da visdo de que estas linhagens celulares ndo sdo terminantemente



diferenciadas, ndo obstante sejam especificas ao antigeno apresentado. Alguma destas
diferentes linhagens celulares podem expressar mais de um fator de transcri¢do no decorrer de
sua vida, até mesmo alterar a expressdo dos mesmos, modificando o perfil de citocinas
expressas ao longo do tempo (LEE et al., 2009; O’SHEA; PAUL, 2010; ZHOU, X., et al.,
2009; ZHOU, L.; CHONG; LITTMAN, 2009). Assim, patenteou-se ainda mais a plasticidade
nas fungdes das diferentes populagdes de células T auxiliares, simultaneamente ampliando os
conhecimentos acerca das interacdes entre patdogeno e hospedeiro, esclarecendo relatos
anteriores tidos até entdo como andmalos (ANEXOS D e E) (ALEXANDER;
BROMBACHER, 2012).

Embora estes avancos acerca da imunobiologia das células T tenham conduzidos o
conhecimento contra um paradigma bem estabelecido e funcional para um modelo, os debates
no intuito de entender essa rede imunoldgica mais complexa sdo muito salutares para
desenvolver o conhecimento (O’SHEA; PAUL, 2010). A adaptagdo ao novo panorama exige
esforcos ingentes para acomodar o olhar aquela visdo flexivel e plastica das células T, ao
invés daquela fixa, monolitica. Um educador francés, Hippolyte Léon Denizard Rivail, sob a
alcunha de Allan Kardec, adverte-nos em um de seus livros que, embora os homens
ignorantes, bem como as criangas, sejam mais felizes que os sabios, ou adultos, essa
felicidade advém da brutalidade, da ignorancia. Segundo ele, a marcha para o progresso ¢

inevitavel, uma vez conquistado, o conhecimento ndo mais se retrogradaZ.

1.02.1 — Resposta imunoldgica a Leishmania major

O modelo imunolégico mais bem conhecido no estudo das leishmanioses € a resposta
de camundongos frente a infec¢do experimental por Leishmania major, assentado sob a
dicotomia Tyl1/Tu2, de fundamental importdncia para a resolucdo ou persisténcia,
respectivamente, do parasito (HEINZEL et al., 1989). Em infec¢des experimentais por
algumas cepas de L. major, diversas linhagens murinas, entre elas a C57BL/6, C3H/Hel e
CBA, apresentam a resposta imune protetiva Tul, iniciada, primeiramente, pela producao de
IL-12 por células natural killer (NK) e, em seguida, por células T auxiliares do tipo 1

(SCHARTON-KERSTEN et al., 1995). Os parasitos s3o fagocitados pelas células

2 KARDEC, Allan. O livro dos espiritos. 93. ed. 1. imp. Brasilia: FEB, 2013, q. 776-778, p. 351-352.



apresentadoras de antigenos (APC) e através dos receptores tipo 7o// (TLR), um receptor de
reconhecimento de padrao (PRR), reconhecem os padrdes moleculares associados a patogenos
(PAMP). Em seguida, as APCs passam a expressar CD40, que age aumentando a expressao do
TLRY e ambos induzem a expressdo de IL-12. Além de CD40, as APCs aumentam a
expressao de CD80, CD86 ¢ CCR7, sendo as duas primeiras moléculas coestimulatorias na
ativacdo de células T, via receptor de células T (TCR). J4 o CCR7 tem a fungdo de enderegar
as APCs para 6rgdos linféides secundarios, como os linfonodos drenantes (LNd), através da
interacdo com seus dois ligante — CCL19 e CCL21 (FORSTER; DAVALOS-MISSLITZ;
ROT, 2008, LEE et al., 2002). Apos o contato das células apresentadoras de antigenos com as
células T naive, as células T se desenvolvem especificamente em resposta ao antigeno
apresentado, comprometidas e polarizadas para combater o organismo invasor. Uma vez
ocorrido isso, as células T migram para o local de infec¢do e passam a expressar, em
infecgdes por L. major em camundongos resistentes, as citocinas [FN-y e IL-2, caracteristicas
do perfil Tul.

Observou-se que o perfil de citocinas caracteristico de cada subpopulacdo de células T
auxiliares influencia na ativagao das principais células efetoras no modelo por L. major, os
macrofagos, reiterando a importancia deste perfil imunologico Tul na resolugdo da infecgao.
Macroéfagos infectados por amastigotas de L. major, em presenca de IFN-y, produzem 6xido
nitrico (NO) e tornam-se aptos a matar o parasito, dependentemente de L-arginina, cujo
metabolismo ¢ requerido para a producdo de NO (GREEN et al., 1990b). Outro sinal
indispensavel a sintese de NO na morte dos parasitos € a citocina TNF, produzida por diversas
células, como queratinocitos, células NK, granulocitos, células T, macrofagos entre outras
(GREEN et al., 1990a). O sinergismo entre IFN-y e TNF medeia a morte do parasito através
da produgdo de NO, crucial para o controle do parasitismo no modelo em questdo, no qual
ndo parece ser relevante a producdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) (ASSREUY et
al.,, 1994; LIEW; LI; MILLOTT, 1990). Este fato ¢ também observado em modelos de
infeccdo por Toxoplasma gondii e Trypanosoma cruzi (LANGERMANS et al., 1992; VESPA;
CUNHA; SILVA, 1994).

Embora diferentes perfis imunologicos possam ativar diferentemente os macrofagos,
ndo existem, em absoluto, populacdes variadas de macrofagos e, sim, fenotipos distintos

quando na presenca de determinados estimulos, abrangendo um largo espectro de ativacao



(MILLS et al., 2000; MURRAY et al., 2014). A ativagdo de macrdéfagos ¢ associada a uma
alteracdo substancial na expressao génica dependendo do estimulo, muitas vezes com alguns
marcadores sendo encontrados em mais de um fendtipo. Sugere-se que se utilize o maximo de
marcadores possiveis para a caracterizagdo macrofagica, desde fatores de transcri¢do ativados
no interior celular até combinag¢des de marcadores de superficie celular. Estudos no intuito de
estabelecer uma padronizagdo nas nomenclaturas das linhagens de macrofagos e melhor
entendé-las tém sido feitos. A partir deles, verificou-se o conceito de espectro desta
populacdo, em cujas extremidades encontram-se os macréfagos denominados M1 e M2. Em
camundongos, o subtipo M2 se divide em trés grupos. O primeiro, denominado M(IL-4), é
caracterizado pela ativacdo dos fatores de transcricdo STAT6 e pela alta expressdo do gene
para SOCS2 e arginase I (Argl). A segunda linhagem ¢ a M(IC), expressando as citocinas
IL-10 e IL-6 e a enzima oxido nitrico sintase indutivel (iNOS). A terceira e ultima, chamada
de M(IL-10) apresenta o fator de transcricdo STAT3 ativo, expressa SOCS3, além da
producdo de IL-10 bem caracterizada. As linhagens ditas M1 se dividem também em trés,
sendo a primeira M(LPS), caracterizada pelo ativagdo dos fatores de transcricdo STATI,
STAT6 e producdo de TNF, IL-6 e IL-27, ainda uma expressdo dos genes para SOCS1, Argl e
da enzima iNOS. A segunda, denominada M(LPS + IFN-y), apresenta, além de todos os
marcadores da linhagem anterior, a producdo das citocinas IL-23 e IL-12, com a expressdo de
iINOS bem mais robusta que anterior. J4 a ultima, do outro ponto extremo do espectro,
chamada de M(IFN-y), apresenta expressao de SOCSI1, uma forte ativagdo de STAT1, bem
como grande expressdo da enzima iNOS, ndo expressando ativamente o gene Argl (ANEXO
F) (MURRAY et al., 2014).

Os macrofagos dentro da linhagem M2 sdo fundamentais no entendimento da
suscetibilidade observada em camundongos BALB/c, devido a sua ativacao ser em resposta a
citocinas do perfil imunoldgico Tu2; a outra face da dicotomia. Durante a infec¢do por L.
major, camundongos BALB/c apresentam producgdo continua de IL-4, impossibilitando a
producao de NO pelos macrofagos e favorecendo a metabolizacdo da L-arginia pela enzima
arginase I, expressa também em células dendriticas (DC) nas mesmas condi¢des. Dessarte,
ocorre a producdo de poliaminas, essenciais na replicagdo parasitaria (CORRALIZA et al.,
1995; MODOLELL et al., 1995; MUNDER et al., 1999). O equilibrio da expressao entre

INOS e arginase I leva ao favorecimento da replicacdo parasitaria, quando deslocado para a



arginase I, em contrapartida, quando deslocado para a expressdo de iNOS, leva a morte do
parasito. Ainda, quando o equilibrio estd deslocado para a expressao de arginase I, ocorre a
imunossupressao de células T no sitio inflamatdrio, consequentemente, diminui a produgdo de
IFN-y, persistindo a infec¢ao (MODOLELL et al., 2009).

Diversos estudos publicados corroboram a ideia da associag¢do da resisténcia a resposta
Tul e suscetibilidade a Tu2. Scott e colaboradores (1988) mostraram que a transferéncia de
células com perfil Tyl para animais BALB/c previamente irradiados conferiu resisténcia a
infecc¢do por L. major. Heinzel e colaboradores (1989) observaram a expressdao continuada de
mRNA de IL-4 exclusivamente na linhagem murina BALB/c. Outros tantos trabalhos, a partir
da deplecao de IL-4 em animais suscetiveis e IFN-y em animais resistentes, elucidaram a
importancia de ambas dentro da dicotomia (BELOSEVIC et al., 1989; CHATELAIN et al.,
1999; SADICK et al., 1990). Estabelecida a funcdo central de IL-12 para a polariza¢do Tul,
trataram animais BALB/c com o recombinante desta citocina e observou-se resolucdo da
lesdo (HEINZEL et al., 1993; SYPEK et al., 1993). Embora esses trabalhos possam criar a
ideia simplista no entendimento acerca da resposta imune a L. major, devemos enfatizar
outros aspectos associados a resisténcia e suscetibilidade, contidos em outros trabalhos.

Além da IL-4, outra citocina do perfil Tu2, a IL-13 foi descrita como fator de
suscetibilidade independentemente de IL-4 (MATTHEWS et al., 2000). IL-10 foi outra
citocina que se revelou importante na suscetibilidade, pois amastigotas opsonizadas por IgG
induzem a produgdo desta citocina ao serem fagocitadas por macrdfagos, supostamente um
mecanismo de evasdo. Estas observagdes foram reiteradas em estudos utilizando-se
camundongos BALB/c deficientes para IL-10 (IL-107-). Estes camundongos controlam a
lesdo e a carga parasitiria (KANE; MOSSER, 2001; NOBEN-TRAUTH et al., 2003).
Corroborando essa ideia, em animais C57BL/6 a supressao das células Treg (CD47CD25%),
por mecanismo dependente ou independente de IL-10, ¢ fundamental para a eliminagdo do
parasito, impedindo recidivas (BELKAID et al., 2002). Sabe-se que a deplecdo de Treg
impactam na tolerancia a antigenos proprios por inibirem a ativacdo descontrolada de células
T auxiliares, propiciando o desenvolvimento de doencas autoimunes (SAKAGUCHI et al.,
1995). Além disso, animais suscetiveis, mesmo ndo apresentando o gene para IL-4, BALB/c
IL47-, mostraram-se incapazes de controlar a infec¢do (NOBEN-TRAUTH; KROPF;

MULLER, 1996), pois células dendriticas necessitam de IL-4 em baixos niveis para iniciar a



producao de IL-12 e, consequentemente, polarizar a resposta para o tipo 1 (BIEDERMANN et
al., 2001). Observou-se que camundongos C57BL/6 em resposta a cepa Sd de L. major
apresentam altos niveis de IL-12, portanto ocorre a polarizagdo Tul, e IFN-y, porém ndo se
observe a cura da doenga neste modelo (ANDERSON; MENDEZ; SACKS, 2005). Neste
caso, a IL-10 proveniente das células T auxiliares proporciona tal suscetibilidade
(ANDERSON et al., 2007). Ja para a cepa BH49, ndo ¢ requerido IFN-y para a resolugao, pois
apresenta baixa infectividade (SILVA et al., 2009). Assim, temos uma variada gama de fatores
que influenciam no desenvolvimento da doenga.

Provavelmente, a resposta imunologica direcionada para o perfil Tul interfere no
mecanismo de ativacdo de macrdfagos, pois favorece a producdo de NO, por aumentar a
expressdo de iNOS, através da acdo sinérgica de IFN-y e TNF. O mesmo ndo ocorre com
populacdes Tu2, cuja producdo de IL-4 inibe a producdo de NO (TAUB; COX, 1995).
Quando as linhagens resistentes tém a via de TNF comprometida, seja pela falta da citocina,
um de seus receptores ou mesmo os dois (TNF7-, TNFR17-,TNFR2”- ou TNFR"), a resolugio
da infecgdo por L. major também fica comprometida. Animais TNFR 17 falham no controle da
lesdo, embora controlem a carga parasitaria (VIEIRA et al., 1996). Diversos estudos
relacionam o TNF com a diferenciagdo de monodcitos em células dendriticas, bem como a
maturagdo e infiltragdo destas células no local de infeccdo (RITTER et al., 2008). Importa
ressaltar que o controle parasitirio pelo TNF ¢ dependente da cepa; L. major da cepa
FRIEDLIN desenvolve uma doenga progressiva e letal, ja4 a cepa BNI ¢ naturalmente
controlada em animais C57BL/6 sem a expressdao de TNF (RITTER, et al., 2004). O papel do
TNF na resposta imune a L. major tem sido analisado amplamente, muitas vezes com
resultados contraditorios, talvez em razdo das diferentes cepas. Tratamentos com TNF
recombinante resultaram na redugdo da lesdo e carga parasitaria (TITUS; SHERRY;
CERAMI, 1989; LIEW, et al., 1991), bem como o tratamento com anticorpos anti-TNF
agravaram os sintomas da doenca (TITUS; SHERRY; CERAMI, 1989; LIEW; LI; MILLOTT,
1990; THEODOS, 1991). Estes resultados sugerem que o TNF atue na infec¢do juntamente a

outras citocinas, cuja importancia foi evidenciada (ANEXO G).
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1.02.2 — Resposta imunoldgica a Leishmania amazonensis

Fatores de resisténcia e suscetibilidade identificados no modelo L. major ndo foram
suficientes para elucidar o complexo panorama da infec¢@o por L. amazonensis. O paradigma
Tul/Tu2 ndo explica a progressdao da doenca, pois ha evidéncias que levam a acreditar que
citocinas destes dois perfis, além de outros tipos celulares, atuem de forma independente e
simultanea neste modelo. Assim, identificar os fatores que equilibram os mecanismos efetores
e a regulacdo da resposta imune ante a infeccdo por L. amazonensis ¢ crucial para melhor
compreensdo e, consequentemente, a descoberta de alvos terapé€uticos, a fim de desenvolver
tratamentos eficazes.

Dentre as muitas linhagens murinas resistentes a L. major, apenas a C3H/HeJ também
o ¢ a frente de L. amazonensis (AFONSO; SCOTT, 1993; JI; SUN; SOONG, 2003; JONES;
BUXBAUM; SCOTT, 2000; DE SOUZA et al.,, 2000). Estes animais apresentam menor
producgdo de IL-4 e IL-10 nos linfonodos drenantes, contudo a producdo de IFN-y € similar a
de camundongos BALB/c. Ainda, amastigotas de L. amazonensis induzem o aumento da
producao IL-12 pelas células dendriticas nos animais resistentes, ndo ocorrendo o mesmo na
linhagem suscetivel. Nao obstante a maior produgdo de IL-10 nos linfonodos drenantes da
lesdo pelos camundongos BALB/c, a captura dos parasitas induz niveis similares de produgao
desta citocina pelas células dendriticas das duas linhagens. Entretanto, em animais C3H/HeJ,
estas mesmas células ndo produzem niveis detectaveis de IL-4, ao contrario dos animais
suscetiveis, cuja inducdo de IL-4 ¢ observada, sugerindo diferengas entre a populacdo de
células T ativadas no decorrer da infec¢do entre as duas linhagens (JI et al., 2002; QI;
POPOV; SOONG, 2001). Embora a quantidade de IL-4 e IL-10 sejam maiores nos animais
suscetiveis infectados por L. amazonensis, os niveis de IL-4 ainda sd3o bem menores que no
modelo BALB/c quando infectados com L. major, ndo determinando a polarizagdo Tu2
(AFONSO; SCOTT, 1993; HEINZEL et al., 1993; JI et al., 2002).

De maneira anéaloga, os baixos niveis de IFN-y em resposta a L. amazonensis nao sao
suficientes para a polarizacdo Tul (JI et al., 2002; JI; SUN; SOONG,1993; VIEIRA et al.,
1996). Corroborando essa ideia, a produg¢do de IL-12, fundamental para desencadear a

resposta Tul, € diminuida nas células dendriticas neste modelo de infec¢ao em relagdo a L.

major (JONES; BUXBAUM; SCOTT, 2000; XIN; LI; SOONG, 2008; XIN; LI; SOONG,
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2007). Este efeito esta associado ao prejuizo da maturag¢do de células dendriticas, ocasionado
por L. amazonensis. Este parasito acarreta, em comparacao a L. major, uma baixa expressao
de expressdo de CD40, CD80, CD83, CD86, MHC II, além das citocinas IL-13 e IL-6
(FAVALI et al., 2007; PRINA et al., 2004,; SOONG, 2008; XIN; LI, SOONG, 2007). Ha
também uma inibi¢do da transducdo de sinal da STAT1 e STAT2, inibicdo da fosforilacdo de
STAT3 e ERK1/2, reducdo da expressao de IRF-1 e IRF-8, também producdo menor de IFN-y,
CCL3, CCLA4, CCL5 e dos receptores CCR1, CCR2 e CCRS5 em animais C57BL/6 (JI; SUN;
SOONG, 2003; XIN; LI; SOONG, 2008). Este prejuizo na maturacao de células dendriticas
suscita, por fim, deficiéncia na estimulagdo de células T naive ou na reestimulagao de células
T ativadas (XIN; LI; SOONG, 2008). Estas mesmas cé¢lulas, sob estimulo antigénico do
parasito, produzem simultaneamente, ainda que em niveis mais baixos que na infe¢io por L.
major, as citocinas IL-2, IFN-y, TNF, IL-4, IL-5, IL-6 e IL-13 (COURRET et al., 2003; JI et
al., 2002). Acrescido a isso, encontra-se que a maioria destas alteracOes estd mais fortemente
associada a forma amastigota do parasito. Esta propria forma evolutiva de L. amazonensis
mostrou capacidade inerente de hidrolizar ATP e AMP extracelular, culminando no aumento
da citocina IL-10 e, principalmente, diminui¢do de TNF e IL-12 no hospedeiro (GODING;
HOWARD, 1998; MAIOLLI, et al., 2004). Em conjunto, estes dados esclarecem o porqué de
ndo se encontrar polarizagdo definida na resposta imune a L. amazonensis e, sim, diversas
citocinas em baixos niveis referentes aos mais variados perfis imunoldgicos.

Consonante a tudo isso, células T auxiliares sdo consideradas fator de patogénese
neste modelo de infec¢@o. Soong e colaboradores (1997) verificaram que a auséncia tanto de
MHC 1II, quanto de B2-microglobulina e também a auséncia dos componentes linfoide-
especificos da recombinase (RAG-1 e RAG-2) conferem aos camundongos de fundo genético
C57BL/6 maior resisténcia do que a observada em camundongos selvagens. As amastigotas

de L. amazonensis inibem, ainda, a maturacdo de células NK — importante fonte de IFN-y

ante L. major — resultando também na inibi¢do da ativagdo de células dendriticas. Células
NK ativadas por IL-2 favorecem a eliminagdo do parasito, bem como a posterior ativacao
macrofagica direcionada para a linhagem M1 (ARANHA et al., 2005; SANABRIA et al.,
2008; SCHARTON; SCOTT, 1993). Neste cenario, os fatos observados indicam as células T
CD4" de camundongos infectados por L. amazonensis sdo menos responsivas a IL-12 em

comparacao aquelas de camundongos infectados por L. major (RAMER; VANLOUBBEECK;
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JONES, 2006), evidenciando ainda mais a ndo polarizacdo da resposta imune. Um tipo celular
pouco estudado neste modelo de infeccdo sdo os linfocitos B, que tem-se demostrado
patogénicos, uma vez que animais sem esta célula apresentam lesdes menores. Infere-se que
seja pela capacidade destas células tanto de ativar linfocitos T CD4" e CD8", quanto de reté-
los no sitio de infec¢do, que, como dito acima, ndo favorece a resolugdo (WANASEN; XIN;
SOONG, 2008). Contraditoriamente, durante a infeccdo concomitante por L. amazonensis ¢ L.
major, a presenga imunoglobulinas (Ig) seria fator de resisténcia em animais C57BL/6
(GIBSON-CORLEY et al., 2010).

O microambiente criado na infec¢ao por L. amazonensis, com baixos niveis de IFN-y,
IL-4, TNF e relativo indice de IL-10, parece favorecer a replicagdo parasitaria através da
inibicdo da enzima iNOS, devido a ativagdo de macrofagos pender para as linhagens M2,
mais precisamente a M(IL-10) (BALESTIERI et al., 2002). Mesmo produzindo mais IFN-y e
IL-12 e expressando mais iNOS nesta infecgdo, animais IL-107- ndo a controlam igualmente
(JONES et al.,, 2002). Contudo, a transferéncia de células Treg, CD4*CD25"FOXP3",
produtoras em larga escala de IL-10 e TGF-f, para camundongos C57BL/6, diminuiu a lesao,
bem como a carga parasitaria nestes animais. Importa ressaltar que esta transferéncia celular
ocasionou também a reducdo da produc¢do de IL-2, IL-4 e IFN-y, ndo atribuindo esta
resisténcia a IL-10 exclusivamente. Dessarte, 0 mecanismo por traz deste fenomeno necessita
ainda de elucidagao (JI et al., 2005). O IFN-y, citocina central na resoluc¢ao da infeccao por L.
major, teve a funcdo protetora observada apenas na fase cronica da infeccdo por L.
amazonensis (CARNEIRO et al., 2015; COLMENARES et al., 2003; PINHEIRO; ROSSI-
BERGMANN, 2007). Intrigantemente, baixos niveis desta citocina favorecem a replicacdo de
amastigotas in vitro no interior de macrofagos (QI et al., 2004), autonomamente a IL-10 e
TGF-B ou arginase I induzida pelo parasito, proporcionada pelo aumento de CAT-2B,
transportador de L-arginina. Com os baixos niveis de TNF, associado aos baixos niveis de
IFN-y, hd o impedimento da produg¢do de NO, disponibilizando L-arginina para sintese de
poliaminas durante a reproducdo do parasito (WANASEN et al., 2007). Quanto ao TNF na
infeccdo por L. amazonensis, poucos estudos foram feitos. Sabe-se que a auséncia do receptor
1 do TNF acarreta, neste modelo, em esplenomegalia e exacerbacdo da lesdo, culminando na

perda da pata lesionada (CARGNELUTTI et al., 2014).
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Vale considerar também o papel de neutrofilos na infec¢do por L. amazonensis.
Diferentemente do que ocorre em infegdes por L. major, a deplecao destas células elucidaram
o papel protetivo delas nos tempos iniciais da doenga em animais BALB/c, aparentemente por
mecanismos dependentes de IL-10 e IL-17. O mesmo ndo foi observado na linhagem C57BL/
6 (SOUSA et al., 2014). A IL-17 € reconhecidamente um fator importante no recrutamento de
neutrofilos para os sitios de infecgdo (XIN; LI; SOONG, 2007). Os neutrofilos secretam TNF
quando capturam promastigotas do parasito. Porém, em resposta a fagocitose da forma
amastigota, os neutrofilos passam a secretar principalmente IL-10. Por serem as primeiras
células a alcancarem o local de infec¢do, os neutrofilos apresentam um importante papel na
imunomodulacdo da resposta inflamatoria, podendo auxiliar na eliminag¢do do parasito, ou na
persisténcia do mesmo, uma vez que podem contribuir para o silenciamento da inflamacgao
(CARLSEN et al.,, 2013; GUIMARAES-COSTA et al.,, 2014). Assim, temos um papel
ambiguo relacionados aos neutréfilos neste modelo de infecgao.

Camundongos C57BL/6 infectados com L. amazonensis, quando tratados com IL-1p,
apresentam recrudescimento da lesdo e elevada carga parasitaria. Células dendriticas destes
animais, in vitro, incubadas com células T naive induzem uma populagcdo de células T
auxiliares caracterizadas por IFN-ylow, IL-10high e IL-17high e o aumento da producdo de
IL-17, esta correlacionado com a diminui¢ao de IFN-y (XIN; LI; SOONG, 2007).

Diante do exposto, vemos uma rede imunoldgica mais intrincada associada a resposta
imune contra L. amazonensis, do que aquela vista durante a infec¢do por L. major. Desta
maneira, patenteia-se a necessidade de maiores estudos acerca deste modelo de infec¢do, que
nos permitam vislumbrar ndo apenas medidas mais eficazes de intervengdao no decurso da
doenga, como também um maior ¢ melhor conhecimento da biologia do sistema imunoldgico,

elevando o patamar de recursos imunoterapéuticos em diversas outras condi¢des prejudiciais.

1.03 — A superfamilia do fator de necrose tumoral

A histéria do TNF remonta aos idos de 1868, quando o médico alemao Bruns reportou
a regressao de tumores apoOs infec¢ao bacteriana. Mais tarde, descobriu-se a endotoxina, um
lipopolissacarideo presente na membrana de bactérias Gram-negativas (LPS), que levava

tumores a necrose hemorragica. Posteriormente, foi visto que a a¢do do LPS era indireta,
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através da sua capacidade de induzir um fator no soro dos pacientes, denominado fator
necrosante de tumor, renomeado para fator de necrose tumoral (TNF), pelo grupo do eminente
pesquisador Lloyd Old (AGGARWAL, 2003). Carswell e colaboradores (1975) creditaram
macrofagos como a fonte de TNF, enquanto Kolb e Granger (1968) reportaram linfocitos
como fonte de linfotoxina (LT). Paralelamente, estudos de coelhos infectados com
Trypanosoma brucei revelaram a caquexina, tida como um hormdnio supressor da atividade
da lipoproteina lipase (LPL) que levava a caquexia. Neste estado, os animais apresentavam
hipertrigliceridemia, perda acentuada de peso e alta mortalidade, efeitos relacionados a
deficiéncia adquirida na enzima responsavel pela captura de triacilglicer6is da corrente
sanguinea. Subsequentes estudos de cDNA demonstraram que a caquexina ¢ o TNF eram a
mesma molécula (BEUTLER et al. 1985a; BEUTLER et al. 1985b; TRACEY; LOWRY;
CERAMI, 1988), prevalecendo o nome de TNF. Na sequéncia, estudos revelaram a
homologia entre LT e TNF, indicando a provavel existéncia de uma superfamilia de TNF
(TNFSF) (AGGARWAL et al., 1985; AGGARWAL; MOFFAT; HARKINS, 1984). A partir
deste evento, mais uma vez estas citocinas foram renomeadas, passando o TNF a ser
conhecido como TNF-a e LT como TNF-f (AGGARWAL, 2003).

Desde 1998, quando a nomenclatura do TNF foi novamente revista, voltou-se ao uso
dos nomes anteriores, assim o TNF-a foi renomeado TNF e o TNF-f renomeado LT
(TRACEY et al., 2008). Entretanto, ainda se busca uma catalogagdo precisa que abranja toda
a TNFSF. Hoje, em mamiferos, conhecem-se cerca de vinte ligantes da superfamilia de TNF e
trinta receptores, muitos dos quais conservam os dominios de morte (DD) (ANEXOS H e I)
(WIENS; GLENNEY, 2011). A superfamilia dos DD compreende as familias DD, Dominios
efetores de morte (DED), Dominio de recrutamento de caspase (CARD) e Dominios de pirina
(PYD), com importantes fun¢des na montagem e ativacdo dos complexos inflamatorios e
apoptdticos (PARK; LO; LIN, 2007). Os ligantes da TNFSF sdo identificados pelo dominio
de homologia do TNF (THD) inicialmente expressos como trimeros de proteinas
transmembrana tipo II, excetuando a LTa, cujo dominio transmembrana ¢ perdido. Muitos
destes ligantes tém o dominio extracelular clivado por proteases, sendo liberados como
trimeros soluveis (FIGGETT et al., 2014). A trimerizacao pode ocorrer apos a interagdo entre
o ligante e o receptor, o qual sofrerd também a trimerizacdo apds este estimulo. Contudo,

estudos revelam que para alguns receptores da TNFSF, dentre eles o TNFR1, a trimeriza¢ao
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ocorra antes mesmo da interacdo com ligante, sendo esta ultima essencial para mudanga
conformacional do receptor, o que permite o recrutamento de proteinas citosolicas
adaptadoras e, consequentemente, o desencadeamento da sinaliza¢do. Esta pré-montagem se
d4 via dominio de montagem pré-ligante (PLAD), contido no dominio rico em cisteina 1
(CRDI) na porgao extracelular dos receptores (CHAN et al., 2000; FIGGETT et al., 2014;
VANDENABEELE et al., 2010).

1.03.1 — Fator de necrose tumoral

O TNF, em particular, ¢ importante como mediador inflamatorio que atua no choque
endotoxico contra bactérias Gram-negativas, modulacdo de atividades metabolicas de
diversos tecidos, além de apresentar importantes efeitos autocrinos sobre macréfagos, a sua
principal origem celular, ativando-os ¢ aumentando o seu potencial citotoxico (COLLART;
BAEUERLE; VASSALLI, 1990). Destacando ainda mais a pleiotropia do TNF, esta citocina
atua determinantemente no desenvolvimento e homeostasia nos tecidos linféides durante
infec¢des. Chamado de alarme de incéndio do corpo, o TNF inicia a resposta contra danos
locais, fato reiterado pela observagdo do aumento de seus niveis em tecidos lesionados como
resultado do desencadeamento da resposta imune inata ¢ adaptativa. Entdo, o TNF modula
uma variedade de efeitos patogénicos e induz a producdo de outros tantos mediadores
inflamatorios e promove a destruicio da matriz tecidual. Logo, ¢ tido ndo como
desencadeador da cascata inflamatoria, mas um importante desencadeador de uma rede
inflamatoéria intricada, mais complexa que uma simples cascata (TRACEY et al., 2008). O
TNF pode ocasionar a diminui¢do da reatividade de células T, através da regulacdo da cadeia
CD3{ do receptor de célula T (ISOMAKI et al., 2001), cuja reversdo, através de antagonistas
de TNF, retoma os niveis de reatividade (COPE et al., 1994; BERG et al., 2001). A deplecao
do TNF esta correlacionada como a suscetibilidade a patdogenos (LISTING et al., 2005).
Assim, o TNF ¢ uma citocina proé-inflamatoria, como também o sdo a IL-1 e a IL-17,
considerado o iniciador das respostas de defesa contra injuria local, mediador inflamatorio,
indutor de outros mediadores inflamatérios e destruicdo da matriz extracelular. Em baixos

niveis nos tecidos, ¢ capaz de atuar aumentando os mecanismos de defesa contra infecgdes,
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porém, em altos niveis pode acarretar injiria dos 6rgaos devido a exacerbagdo da inflamacao
(FELDMANN; STEINMAN, 2005; TRACEY, 208).

A producao de TNF ¢ altamente controlada, majoritariamente na fase pds-transcrigao,
podendo ser induzida em macrofagos por uma grande gama de estimulos, tais quais bactérias,
virus, imunocomplexos (IC), citocinas (IL-17, IL-1, GM-CSF, IFN-y), componentes do
complemento, células tumorais, hipoxia (HAN; BROWN; BEUTLER, 1990). A traducao do
RNA mensageiro do TNF resulta na producdo do homotrimero pr6-TNF, que apos perder o
peptideo sinal, alcanca a membrana plasmatica da célula. O homotrimero de TNF pode tanto
permanecer na membrana na forma transmembranar (tmTNF) e atuar na interacdo célula-
c€lula, quanto ser clivado pela enzima convertora do TNF-a (TACE), apresentando-se na
forma solavel (sTNF) (SCHLUTER, D; DECKERT, 2000). Uma enorme variedade de células
sdo reconhecidas como produtoras de TNF: macrofagos, células T, mastdcitos, granulocitos,
células NK, fibroblastos, neurdnios, queratinocitos e células da musculatura lisa, muitas delas
mesmo em estado quiescente. A regulacdo desta citocina se da por retroalimentacdo positiva
ou negativa. Ela induz IL-1, IFN-y e IL-2 que, por sua vez, induzem TNF. O TNF também
induz IL-10, prostaglandinas e corticosteroides que, em contrapartida, inibem a transcri¢do do
TNF (TRACEY, 2008).

O TNF, tanto na forma sTNF quanto na tmTNF, atua através de dois receptores,
TNFR1 (TNFRp55, TNFRSF1a ou CD120a) ou TNFR2 (TNFRp75, TNFRSF1b ou CD120b),
que utilizam vias distintas de sinalizagdo para mediarem fungdes biologicas, algumas das
quais se sobrepoem (TARTAGLIA, et al., 1991; TARTAGLIA; GOEDDEL, 1992). Ha
indicios de que o sSTNF atue pelo TNFR1, enquanto o tmTNF atua TNFR2, preferencialmente
(GRELL, 1998; HU et al., 2014). Além do TNF, LTas também interage com receptores de
TNF. Ambos os receptores, TNFR1 e TNFR2, sao glicoproteinas de membrana do tipo I,
diferentes entre si pelas células que os expressam, afinidades pelos ligante e mecanismo e
estruturas citoplasmaticas (TRACEY, 2008). O TNFR1 possui duas vias de sinalizacdo, a
primeira que promove sobrevivéncia celular e ativagdo de mediadores pro-inflamatérios
através do NF-kBI1 ou, alternativamente, induz apoptose através da via extrinseca, dependente
de caspase 8 e 3, pelo dominio de morte contido em sua por¢ao citosolica. Quando o receptor
¢ internalizado, ap6s o contato com o ligante, a via ativada ¢ a da apoptose, caso contrario, em

que ele permanece na membrana, ativa-se o NF-kB1 (MUPPIDI; TSCHOPP; SIEGEL, 2004).
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Ademais, a via apoptoética € suprimida pela enzima conversora de IL-1f tipo FADD (FLICE),
induzida pelo NF-kB1. Entretanto, o comprometimento da ativacio do NF-kB1, como
geralmente ocorre em células infectadas por patdogenos, torna a via apoptdtica dominante
(HEHLGANS; PFEFFER, 2005; WARE, 2005).

Ja o TNFR2, diferentemente do TNFR1, ndo possui os dominios de morte na por¢do
citoplasmatica. Contudo, assim como o TNFRI1, mantem-se associado em sua porgao
citoplasmatica ao motivo de interacdo com o fator associado ao receptor do TNF — TRAF —
(TIM), pelo qual desencadeia cascatas intracelulares que ocasionam diferenciagdo e
proliferagao celular (DECLERCQ et al., 1998; DECOSTER et al., 1995). Além disso, outras
diferencas entre os dois receptores foram observadas, TNFR1 ¢ expresso constitutivamente
por todos os tipos celulares, exceto eritrocitos, j4 o TNFR2 ¢ indutivel e expresso
preferencialmente em células endoteliais e da linhagem hematopoiética. Ainda referente a
sinalizagdo do TNF, o tmTNF ligado a um de seus receptores pode induzir uma sinalizagao
reversa, ativando a célula portadora da citocina transmembranar. Esta sinalizagao reversa pode
ocasionar ativacdo celular, supressdo da producdo de citocinas ou apoptose na célula
carreadora do tmTNF (EISSNER; KOLCH; SCHEURICH, 2004). Em caso de lesao na pele,
TNFR1 ¢ expresso nos queratindcitos da epiderme e na rede de células dendriticas acima dos
vasos sanguineos, ja o TNFR2, nas mesmas condi¢des, ¢ expresso na derme, acima dos vasos
sanguineos, bem como nas células do infiltrado perivascular. A sinalizacdo do TNF induz a
diferenciagdo de monocitos em células dendriticas, assim como promove a producao de uma
variedade de quimiocinas, a fim de facilitar a migracdo deste tipo celular e iniciar a resposta
imune com a maturagdo das mesmas células dendriticas. Na resposta a antigenos por células
T, TNFR2 e CD28 sao importantes na produgao de IL-2 e sobrevivéncia destas células. Ainda,
a sinalizacdo via TNF ndo apenas estimula a proliferagdo de células T, como desencadeia a
apoptose nestas mesmas células ao final da resposta imunoldgica (CHOMARAT et al., 2003;
KIM, E. Y.; TEH, 2004; KOLLIAS et al., 2001; VAN LIESHOUT, 2005). O TNF também
promove a quimiotaxia de células T através de CXCL-10, aumentando a expressdo de
moléculas de adesdo em células endoteliais (MANES; POBER; KLUGER, 2006). Por fim, a
sinalizagdo do TNF via TNFRI1 pode resultar em uma clivagem do TNFR2 através da TACE,
apresentando-se de forma solavel (sTNFR2) (HIGUCHI; AGGARWAL, 1994). A forma

soluvel do TNFR1 (sTNFR1) também ja foi observada, infere-se que ambas as formas
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soluveis dos receptores de TNF atuem como antagonistas naturais da citocina (ROUX-
LOMBARD et al., 1993). Um esquema da sinalizagdo do TNF via receptores pode ser visto
no ANEXO J.

Embora avancos cientificos extremamente produtivos e importantes tenham ocorrido,
ainda ndo se sabe precisamente qual dessas varias fungdes e moléculas sdo importantes nos
diversos tipos de doencas e infec¢des ou terapias por agentes anti-TNF. Pode soar paradoxal,
mas estes avancos atuaram encobrindo lacunas do conhecimento. Faz-se mister a exploragao
detalhada da agdo desta citocina, inclusive nas doengas parasitarias, a fim de preencher os

hiatos na atuagdo do TNF (WALLACH, 2014).

1.03.1 — O TNFRI1 em modelos de leishmaniose

Nas leishmanioses, o TNF atua em diferentes fungdes biologicas, a depender do tempo
de infeccdo. A primeira fun¢do a ser desencadeada ¢ na promocao da inflamacao, por induzir
quimiocinas e favorecer a citotoxicidade celular, ativando e recrutando linfocitos T e
macrofagos para a resposta inicial. Na fase cronica da lesdo, o TNF auxilia no remodelamento
tecidual apés a morte dos parasitos, em casos de resisténcia (CORTES et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2012; VIEIRA et al., 1996). Em humanos, nos casos cronicos, altos niveis
séricos de TNF se correlacionam com a patologia, dado reiterado pelos estudos de casos
cronicos de leishmaniose em modelo murino (NOVAIS et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2012;
VIEIRA et al., 1996). Camundongos C57BL/6 sdo naturalmente resistentes contra L. major,
entretanto, na auséncia do TNF, estes camundongos rapidamente sucumbem a infecgao
(WILHELM et al., 2001). Ja animais mutantes, que apresentam apenas uma forma do TNF
ndo acessivel a TACE, mostraram-se capazes de controlar a lesdo e a carga parasitaria, bem
como ativar a resposta protetora Tyl (ALLENBACH et al., 2008). Ainda que no modelo
anterior a forma soluvel do TNF seja depletada, o TNF ainda ¢ produzido e sua sinalizagao
pelos dois receptores, provavelmente, ndo fica comprometida. Camundongos C57BL/6
deficientes para o TNFRI (TNFR17) ndo controlam a lesdo causada por L. major, mas
controlam o parasitismo (VIEIRA et al., 1996). Estudos acerca do perfil imunopatologico,
também neste modelo murino, permitiram a caracterizacdo das lesdes. Atribuiu-se a falta do

controle da lesdo a incapacidade do camundongo TNFR1- de regular a inflamagao, devido a
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baixa taxa de apoptose em fases avancadas. A baixa taxa de apoptose parece ser devida a
auséncia do TNFRI, que medeia apoptose (NAUDE et al., 2011) em diversas doengas
infecciosas (KANALY et al., 1999). A partir do exposto, ¢ patente a falta de controle da
infec¢do por L. major nos animais TNFR1-, cujo infiltrado inflamatorio — com alta taxa de
células T auxiliares, células T citotoxicas e Ly6G™ — ¢ caracterizado por liberagdo continua
de mediadores de inflamagdo (IFN-y e TNF). A carga parasitaria ndo explica a lesdo
exacerbada, pois € igual a de camundongos selvagens (OLIVEIRA et al., 2012), reiterando a
falta de regulagdo da lesdo, devido a menor taxa de apoptose.

Camundongos TNFR1-- também se mostraram suscetiveis a Citrobacter rodentium, a
colite experimental, e Mycobacterium tuberculosis, modelos nos quais, mais uma vez, a
auséncia deste receptor foi associado a nao reparacao tecidual (FLYNN et al., 1995;
GONCALVES et al., 2001). Todos estes dados indicam claramente um papel central do TNF
soluvel na defesa contra L. major. Alguns dados divergem dos citados acima, talvez a razao
seja as diferentes cepas utilizadas para as infec¢gdes. Conforme publicado, as diferentes cepas
de L. major evoluem para diferentes resultados em animais deficientes de TNF (RITTER et
al., 2004). Em relagdo a L. amazonensis, pouco se sabe da importancia da sinalizagdao pelo
receptor 1 do TNF. Um unico estudo revelou a falta de controle das lesdes nas patas nos
tempos finais de infec¢do. A andlise histolégica mostrou uma inflamacdo grave dez semanas
apos a infecgdo em animais TNFR17- e selvagens. Ja na décima quinta semana apds o inoculo,
os animais selvagens apresentaram uma reducdo na inflamagao, o mesmo ndo ocorrendo com
os TNFR17, que ao contrario, apresentaram massiva perda de tecido (CARGNELUTTI et al.
2014).

Além dos hiatos acerca da fungdo do TNF e seus receptores nos modelos de
leishmaniose, poucos estudos foram feitos para melhor elucidar o papel desta citocina ou de
seus receptores. Este quadro ¢ mais grave para L. amazonensis, cuja escassez produtiva ¢é
ainda maior. O TNF e sua sinalizacdo ocupam papéis centrais ao longo da inflamagao, sendo
de suma importancia a caracterizagdo destes nos modelos de leishmaniose. Entender o
mecanismo de atuacdo do TNF via TNFRI na infec¢do por L. amazonensis pode contribuir
para o melhor entendimento da doenca e desenvolvimento de novos alvos terapéuticos, bem
como esclarecer pontos diversos sobre a biologia imunolégica como um todo. O paradigma

Tul/Tu2 foi um grande marco para imunologia, contudo, atualmente, este mesmo paradigma



20

falha em explicar resisténcia e suscetibilidade para outros modelos de infecgdes, sendo
necessario o desenvolver maior cabedais de conhecimentos. Estudos acerca de novos modelos

de infeccdo podem ampliar a rede de interagdes imunologicas conhecida.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral:

Avaliar o papel do TNFR1 na infec¢do por Leishmania amazonensis em

camundongos.

Objetivos especificos:

e Analisar o desenvolvimento de lesdes cutdneas em camundongos TNFRI1” e
selvagens infectados com L. amazonensis;

e Analisar a carga parasitaria nas lesdes cutdneas dos camundongos TNFR1”- ¢
selvagens infectados com L. amazonensis;

* Determinar o perfil das citocinas IFN-y TNF, IL-12p70, IL-1p, IL-10 e IL-6 nas
lesdes cutdneas dos camundongos TNFR1”- e selvagens infectados com L.
amazonensis,

* Determinar o perfil das citocinas IFN-y TNF, IL-12p70 e IL-10 nos linfonodos
drenantes dos camundongos TNFRI1”- e selvagens infectados com L.
amazonensis,

* Avaliar o perfil do infiltrado celular nas lesdes cutineas de camundongos
selvagens e TNFR 1" infectados com L. amazonensis,

e Avaliar a sinalizagdo de morte celular nas lesdes cutdneas de camundongos

selvagens e TNFR 17" infectados com L. amazonensis.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.01 — Animais

Camundongos C57BL/6 foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO). Camundongos knockout para o receptor 1 (p55) do TNF
(TNFRp557, TNFR1”") foram obtidos dos Drs. Klaus Pfeffer (Institute of Medical
Microbiology, Dusseldorf, GER) e Phillip Scott (University of Pennsylvania, PA, EUA) e
mantidos em coldnia no biotério de criagao do Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia do
Departamento de Bioquimica e Imunologia do ICB- UFMG em microisolador ventilado,
recebendo ragdo, cama e dgua estéreis.

Os animais experimentais passaram por dois ciclos de vermifugagao, nos quais foram
submetidos a banhos de deltrametrina (TRIATOX® Coopers Brasil Ltda, Sao Paulo, SP,
Brasil) e receberam ricobendazol (Ouro Fino, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) diluido 1:200 por via
oral no primeiro e no sétimo dia apds a entrada no biotério experimental. Estes animais foram
mantidos sob condi¢des de temperatura e fotoperiodo controladas, em espago com barreiras
ambientais. Foi oferecida ragdo convencional para camundongos (Labina, Purina, Paulinea,
SP, Brasil) e agua filtrada ad libitum. Camundongos fémeas com idade entre quatro a seis
semanas foram utilizados ao inicio dos experimentos.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com os protocolos institucionais

e internacionais que regulam a experimentacdo em animais (protocolo CEUA 336/ 2012).

3.02 — Parasitos

Promastigotas de Leishmania amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em
Graces Insect Medium (Gibco BRL Life Technologies, Grand Island, NY, EUA)
suplementado com 20% de soro fetal bovino inativado (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil),
2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 100 U/mL de penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina (Gibco BLR Life Technologies).

As culturas foram mantidas em estufa BOD (Quimis, Diadema, SP, Brasil) a 25°C, e

repicadas a cada dois ou trés dias, até no maximo 10 repiques. Apds a décima passagem, 0s
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parasitos foram novamente isolados das patas de camundongos BALB/c, previamente
infectados. Para o isolamento das culturas, os animais foram anestesiados com 100 pL de
solugdo anestésica contendo cloridrato de ketamina (Vertbrands, Jacarei, SP, Brasil) a 15 mg/
mL e cloridrato de xilazina (Vertbrands) a 5 mg/mL, e tiveram suas patas higienizadas com
alcool. Em seguida, com o auxilio de uma seringa contendo uma agulha de calibre 26 G12,
através da puncdo das patas, o conteudo da seringa foi transferido para o primeiro pogo de
uma placa de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Schafthausen, Sui¢a) contendo 200 uL. de meio
Grace’s (GIBCO) completo. Posteriormente, foram transferidos 50 pL do contetido do
primeiro pogo para o segundo pogo e deste para o terceiro, € assim sucessivamente. A placa
foi, entdo, selada e mantida em estufa BOD a 25°C. Apds sete dias, formas promastigotas de

Leishmania foram recuperadas da placa e mantidas em garrafas de cultura de 25 cm3 (TPP).

3.03 — Infeccdo dos camundongos por L. amazonensis

Para realizagdo das infec¢Oes foram utilizadas 1 x 10* formas metaciclicas do parasito,
com quatro dias de cultura. As promastigotas metaciclicas foram obtidas por separacao de
parasitos da fase estaciondria através de gradiente de densidade como descrito anteriormente
(SPATH; BEVERLEY, 2001). Em sintese, as culturas de Leishmania em fase estacionaria
foram centrifugadas a 2.000 x g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi, entdo, desprezado
e o sedimento recuperado em 2 mL de PBS, sendo este transferido para um tubo contendo
gradiente de Ficoll (Ficoll® 400, Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, EUA), o qual ¢
composto por uma fase de Ficoll 20% e uma fase de Ficoll 10%. Esse material foi
centrifugado a 1.250 x g por 10 minutos a 4°C, e a fase contendo as formas metaciclicas foi
coletada e lavada duas vezes com PBS antes de ser usada para a infeccdo. O volume do
indculo injetado na orelha dos camundongos foi de 10 pL. A lesdo induzida na orelha desses
camundongos foi acompanhada semanalmente, com o auxilio de um paquimetro digital

(Starrett, Itu, SP, Brasil).
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3.04 — Quantificacio de parasitos

A quantificacdo de parasitos foi realizada pela técnica de dilui¢do limitante (VIEIRA
et al., 1996), em que dilui¢des sucessivas foram feitas a partir dos homogenatos das orelhas
infectadas dos camundongos experimentais.

Primeiramente, as amostras foram maceradas em um homogeneizador de tecidos
estéril. O homogenato foi centrifugado a 140 x g por 4 minutos e o sobrenadante foi
transferido para outro tubo. Esse sobrenadante foi centrifugado a 2000 x g por 15 minutos. O
sedimento foi suspenso em 200 pL de meio de Grace (GIBCO). Em uma placa estéril de
poliestireno com 96 pocos e fundo chato (TPP), foram colocados 150 pL/pogo de meio de
Grace’s (GIBCO) completo, exceto na primeira coluna de pocos, onde foi colocada 200 pL da
suspensao do 6rgao macerado. Em seguida, foram feitas dilui¢des sucessivas 1:4, tomando-se
o cuidado de trocar o conjunto de ponteiras da pipeta multicanal a cada diluigao para evitar o
arraste de parasitas e um consequente resultado falso-positivo. As placas foram mantidas a

25°C em estufa BOD e a leitura dos resultados foi feita de 7-14 dias apds o inicio da cultura.

3.05 — Dosagem da atividade da enzima arginase 1

A atividade de arginase I foi mensurada a partir do lisado de células do homogenato
das patas, como descrito por Corraliza (CORRALIZA et al, 1994), com algumas
modificacdes (KROPF et al., 2005). As patas, infectadas ou ndo, foram maceradas, como
descrito anteriormente, ¢ do homogenato obtido, 35 pL foram utilizados para o ensaio. As
células que se encontravam no homogenato foram lisadas com 50 pL de Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) por 30 minutos em agitacdo. Apos a lise, a arginase I foi ativada com a adi¢ao de
seus co-fatores: 50 uL. de 10 mM MnClI2 e 50 pL de 50 mM TrisHCI (pH7,5) a 55°C por 10
minutos. Em seguida a amostra obtida foi transferida para outra placa de 48 pogcos em duas
diferentes concentragcdes. Em um dos pocos foi feita a transferéncia da amostra pura, 55 pL, e
a partir desta foi feita uma diluigdo de 1:10 (5 pL de amostra + 45 pL de H2O destilada). Para
que fosse mensurada a atividade da enzima foi adicionado as amostras o seu substrato, 50 puL
de 0,5 mM de L-arginina (Sigma Aldrich) (pH 9,7), ap6s o que, as amostras foram incubadas a

37°C por 60 minutos. Em seguida a reagdo foi parada com a adi¢do de 400 pL de uma solugao
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de acidos (H2SO4-H3P0O4-H20) na proporcao de 1:3:7. Foram entdo adicionados 25 pL de a-
isonitrosopropiofenol (Sigma Aldrich) 9% em etanol 100%. A placa foi entdo incubada a 95°C
por 45 minutos. A curva padrao foi feita a partir de uréia (Sigma Aldrich) 1 mg/mL diluida
sucessivamente 1:2. Apo6s os 45 minutos de incubagdo a 95°C, 100 puL de cada amostra foram
transferidos para uma placa de 96 pocos e foi realizada leitura em leitor de microplacas a 540
nm. O resultado ¢ expresso como unidade de atividade de arginase por 6rgdo. Cada unidade ¢

definida como a quantidade de enzima que catalisa a formagao de 1 umol uréia/minuto.

3.06 — Analise histopatologica

As lesoes das orelhas foram removidas e fixadas em formalina tamponada com fosfato
a 10% (pH 7,2), desidratadas e posteriormente diafanizadas em xilol e incluidas em parafina.
Foram realizados cortes histoldgicos seriados de 5 um de espessura em microtomo de rotagao
SPENCER (Leica Microsystems GMbH, Wetzlar, Alemanha), que foram montados em
laminas e corados segundo as técnicas de Hematoxilina-Eosina (CARDIFF; MILLER;
MUNN, 2014). As analises histoldgicas foram desenvolvidas sob microscopia de luz usando

de 10 a 400 vezes de aumento.

3.07 — Analise de imuno-histoquimica

Antes do inicio do ensaio as ldminas ficaram por uma hora na estufa a 57°C para que o
excesso de parafina fosse removido. No primeiro dia do ensaio as laminas foram passadas em
xilol I, II e IIT (Labsynth, Diadema, SP, Brasil), 20 minutos em cada, para garantir remo¢ao
completa da parafina. Em seguida, passaram por um processo de desidratacdo: alcool absoluto
(I, IT e IIT) e alcool 90%, 80% e 70%. As laminas ficaram por cinco minutos em cada solugao.
Em seguida foram lavadas por trés vezes em PBS para a retirada do alcool; cada lavagem foi
feita em imersdo por cinco minutos. Logo apds foram realizados os trés bloqueios da reagao.
O primeiro deles realizado em imersao, com solu¢do de PBS 10% de peroxidase, por 30
minutos. Posteriormente foram realizadas trés lavagens de cinco minutos cada em PBS. O
segundo bloqueio foi feito com solucdo de soro albumina 2% (Sigma-Aldrich), por 30

minutos. As ldminas foram novamente lavadas, uma vez, em PBS por cinco minutos. Por fim,
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foi realizado o bloqueio com solucao de PBS a 0,2% de soro albumina, 5% de soro normal de
cabra, por 30 minutos. Ap6s este bloqueio as laminas nao foram lavadas, apenas enxugou-se o

excesso de solugdo ao redor dos cortes.

3.08 — Obtenc¢ao do indice apoptético

As células apoptoticas foram em ldminas marcadas no Shorr, por um unico
observador, considerando simultaneamente a presenga de pelo menos trés peculiaridades do
padrao morfologico deste processo (MORO et al., 2004). “Shruken anoykic cells” (retracao
celular, desidratacdo e perda da aderéncia entre as céluls e a base da membrana); condensagao
do nucleo e do citoplasma (cromatina nuclear em massas de densidade homogéneas,
alinhamento na parede interna da membrana plasmatica, em alguns casos formando imagens
“crescentes" ou “de buracos pretos”); fragmenta¢do nuclear (convolugdo e fragmentacdo da
membrana nuclear — sem “karyorrhexis ou ruptura); fragmentacao celular (com formacao de
corpos apoptoticos). O indice apoptotico (IA) foi determinado pela seguinte formula :

IA= (X média de células apoptoticas)

(2 média de células totais)

3.09 — Extracao de tecido para dosagem de citocinas na lesao

Nos tempos determinados para o estudo das lesdes cutaneas, os camundongos foram
sacrificados como descrito acima e as orelhas dos animais infectados e nao infectados foram
retiradas e congeladas a -70°C para posterior dosagem de citocinas. Apds o descongelamento
dos tecidos, as orelhas foram pesadas e foi adicionada solugdo para extracao de citocinas: uma
capsula do inibidor de proteases (ROCHE, Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemanha) diluida
em 50 mL de PBS, na propor¢ao de 1000 puL desta solug@o para 50 mg de tecido. O tecido foi,
entdo, macerado com homogeneizador elétrico e centrifugado a 10.000 x g por 10 minutos a

4°C. O sobrenadante foi recolhido, e congelado a -70°C até a realizagdo do ELISA.
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3.10 — Deteccao de citocinas por ELISA

As dosagens de TNF, IL-1B, IL-6, IL-10 e IL-12p70 a partir do sobrenadante do
homogenato das células dos linfonodos e da orelha foram feitas com a utilizacao de kits (BD
Pharmingen, Sao Diego, CA, EUA) exclusivos para a deteccdo dessas citocinas € o
procedimento foi feito exatamente como recomenda o fabricante. O limite de detec¢do foi de
32 pg/mL nas duas citocinas.

A deteccdo de IFN-y foi feita a partir de kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA),

seguindo as especificacdes do fabricante. O limite de detec¢ao foi de 30 pg/mL.

3.11 — Citometria de fluxo

Orelhas de camundongos selvagens e TNFR1”- foram coletadas apds infec¢do por L.
amazonensis. As amostras foram cortadas em pedagos menores e incubadas por 1h 30min em
1 mL de meio RPMI (GIBCO) sem SFB contendo 62,5 ng/mL de liberase TL (Roche) e 0,5
mg/mL de desoxiribonuclease I (Sigma Aldrich). Apds este periodo foi adicionado mais 1 mL
de RPMI 10% SFB por amostra. As amostras foram entdo maceradas, e o homogenato
centrifugado a 400 x g por 10 minutos a 4°C. Posteriormente, os precipitados das amostras
foram incubados por 20 minutos a 4°C com anticorpo anti Fc-y III/IT CD16/32 (clone 2.4G2)
e os seguintes marcadores de superficie: anti-Ly6G (clone 1A8); anti-Ly6C (clone HK1.4);
anti-F4/80 (clone BMS) (eBioscience); anti-CD1lc (clone HL3); anti-MHC II (clone
M5/114,15,2); anti-CD11b (clone M1/70); anti-CD8 (clone 53-6.72); anti-CD3 (clone
145-2C11); anti-CD4 (clone GK1.5); anti-TCR-B (clone H57-497); anti-CD19 (1D3) e anti-
FOXP3 (clone MF23). Foi utilizado, também, o kit para avaliagdo de viabilidade celular
LIVE/DEAD (Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) seguindo as especificacdes do
fabricante. Exceto quando especificado o contrario, todos os anticorpos utilizados foram da
BD (BD Biosciences Pharmingen, Sdo Jose, CA, EUA). Em seguida, adicionou-se 1 mL de
PBS a 4°C e as amostras foram centrifugadas a 400 x g por 10 minutos a 4°C para remocgao de
excesso de anticorpos. As amostras foram adquiridas logo em seguida. Cem mil células foram

adquiridas para cada amostra de orelha, usando o citometro de fluxo FACSCantoTM II (BD
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Bioscience). As andlises foram realizadas no software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR,
EUA).

A coloracdo pelo 7AAD baseia-se na diferengca da permeabilidade da membrana de
células vivas, apoptdticas e mortas perante o corante marcador de DNA. Como o 7AAD ¢ um
composto quimico que apresenta fluorescéncia e que se intercala entre as bases de DNA de
dupla fita, ele serve como marcador de apoptose em andlises por citometria de fluxo
(BRONS; VAN ERP; PENNINGS, 1994). As células com membranas intactas excluem o
7AAD, enquanto as membranas de células danificadas e mortas sdo permeaveis ao 7AAD. A
anexina V ¢ uma proteina ligadora de fosfolipideo dependente de Ca2* que possui alta
afinidade pelo fosfolipideo fosfatidilserina (PS), utilizada para identificar células apoptoticas
com PS exposta. A associacdo dos reagentes (anexina V + 7AAD) ¢ capaz de identificar:
células positivas a coloragdo pela anexina V e negativas pelo 7AAD: células que sofrem
apoptose; células positivas tanto para anexina V quanto para 7AAD: células em apoptose
tardia; células negativas a coloracgdo pela anexina V e positivas pelo 7AAD: estdo em necrose,

ou ja mortas (VERMES; HAANEN; REUTELINGSPERGER, 2000).

3.12 — Analise estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao (EP) para cada grupo.
Nos ensaios de cinética de produgdo de citocinas foi realizado o teste Two-Way ANOVA,
seguido de Bonferroni para determinar diferengas entre os tempos e os grupos avaliados. Para
determinar diferengas entre dois grupos, foi utilizado o teste t de Student usando distribuicao
bi-caudal com amostras ndo pareadas, apos a aplicagdo do teste de normalidade e verificacao
da simetria dos dados. Todas as analises estatisticas foram realizadas pelo programa GraphPad
Prism versao 5.00 para Windows. Diferencas foram consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05. Para analise estatistica de correlagdo foi realizado o teste de

Spederman.
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4. RESULTADOS

4.01 — Curso da infeccdo de camundongos selvagens e TNFR1™ infectados por L.

amazonensis

Camundongos C57BL/6 sdao modelos de resisténcia em infec¢do por Leishmania
major devido a capacidade de eliminacao destes parasitos justamente através da agdo
sinérgica das citocinas pro-inflamatérias IFN-y e TNF (LIEW; LI; MILLOTT, 1990). Quanto
a infeccdo por L. amazonensis, o modelo murino C57BL/6 apresenta suscetibilidade. Ainda,
nosso laboratério havia, anteriormente, mostrado que camundongos que niao expressam O
receptor 1 do TNF (TNFR1”") apresentam resposta inflamatdria exacerbada ao parasita L.
major. Ja a infeccdo por L. amazonensis ¢ mais silenciosa que a por L. major (SOONG et al.,
1997). Resolvemos, entdo, estudar a resposta a L. amazonensis em camundongos TNFR17-, a
fim de verificar a participacao deste receptor do TNF na infec¢do por L. amazonensis.

Assim, foram infectadas orelhas (via intradérmica) de camundongos selvagens e
TNFR1”-, ambos em fundo genético C57BL/6, com a cepa PH8 de L. amazonensis para
avaliagdo do desenvolvimento da doenca até a sétima semana apds o inoculo. Observou-se
que os animais TNFR1-- apresentam desenvolvimento tardio da lesdo em comparag¢do com 0s
selvagens. As lesdes se igualam na quarta semana apds a infeccdo, mas ha um aumento
progressivo das lesdes nos animais deficientes de TNFR1. Ja os animais selvagens
apresentam, a partir da quarta semana, um controle parcial no tamanho desta lesdo (Figura
1A). Embora os camundongos selvagens controlem parcialmente a lesdo, ambas as linhagens
apresentaram destruicdo do tecido da orelha por necrose, sendo que nos animais selvagens
esta perda tecidual é, apenas, retardada.

Como ja estabelecido, na infec¢do por L. major, um dos fatores que diferenciam o
desenvolvimento da doenga ¢ o local do in6culo (RIBEIRO-GOMES et al., 2014). A fim de
verificar se 0 mesmo se da em L. amazonensis, camundongos selvagens ¢ TNFR17~ foram
infectados na pata posterior direita, via subcutdnea, com este mesmo parasito. Observou-se,
nos camundongos selvagens, lesdo maior na sexta semana de infecc¢ao, igualando-se aos
camundongos TNFR1-- posteriormente, até a oitava semanas apds o inéculo. Contudo, a lesdo

nos camundongos selvagens regrediu, enquanto se desenvolveu continuamente nos TNFR1--
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(Figura 1B). Foi observada, também, necrose com massiva perda de tecido nas patas dos
animais deficientes de TNFR1, diferentemente do que ocorreu nos animais selvagens.

Estes dados sugerem maior resisténcia ao parasito pelos animais selvagens, além de
diferenca na progressdo da infec¢do dependente do local do indculo para os camundongos

selvagens, uma vez que, em ambos os modelos, os animais TNFR1”- apresentam perda de

tecido.
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Figura 1. Desenvolvimento das lesdes cutineas em camundongos selvagens e TNFR1-- infectados por L.
amazonensis. Os camundongos foram infectados na orelha (A) ou na pata (B) com 1x10* formas promastigotas
metaciclicas de L. amazonensis e as lesoes foram medidas semanalmente. Os dados representam as medidas das
orelhas dos camundongos selvagens ¢ TNFR1”- até a oitava semana de infec¢do. Andlise estatistica feita pelo
teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001). Os resultados
sdo representativos de trés experimentos desenvolvidos independentemente.
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4.02 — Avaliacdo da carga parasitaria e atividade de arginase I em camundongos

selvagens e TNFR1- infectados por L. amazonensis.

Camundongos TNFR1” infectados por L. major ndo controlam da lesdo, contudo
controlam a carga parasitaria, desta maneira, avaliou-se o parasitismo na infec¢ao por L.
amazonensis. A despeito das diferencas no tamanho da lesao encontradas ao longo do curso
de infec¢do, nenhuma diferenca na carga parasitaria foi observada ao longo de todo o tempo
experimental, tanto na orelha (Figura 2A) quanto na pata (Figura 2B) em relacdo ao
camundongos selvagens ¢ TNFR17. De maneira similar, a avalia¢do da atividade de arginase
durante os cursos de infec¢do ndo indicou diferencas entre as linhagens murinas em ambos os

sitios, em quaisquer dos tempos estudados (Figuras 2C e 2D).
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Figura 2. Avaliacdo da carga parasitaria e atividade de arginase I nas lesdes de camundongos selvagens e
TNFR1” infectados por L. amazonensis. Nos tempos indicados de infecgdo, os camundongos foram
eutanasiados ¢ as lesdes foram processadas para determinagdo da carga parasitaria por meio da técnica de
diluicdo limitante na orelha (A) e na pata (B), apresentada as médias das dilui¢des maximas de cada grupo foram
expressas pelo logaritmo negativo do titulo (Gltima dilui¢do positiva). Foi avaliada a atividade da enzima
arginase I a partir do lisado de células das orelhas (C) e patas (D) infectadas nos tempos indicados. Analise
estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo representativos de trés
experimentos desenvolvidos independentemente. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.
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4.03 — Histologia e imuno-histoquimica das lesées nas orelhas de camundongos

selvagens e TNFR1-- infectados com L. amazonensis.

A Figura 3 ¢ meramente representativa das técnicas de histologia e imuno-
histoquimica utilizadas para avaliar a média celular nas orelhas dos animais, bem como a
média de células em apoptose (Figura 3B) por campo. As médias celulares foram obtidas apos
a contagem microscopica de células em campos no aumento de 40x, dividindo,
posteriormente a soma do nimero de células totais ou apoptéticas contadas pelo nimero de
campos obtidos.

Observou-se que o nimero médio de células por campo aumenta progressivamente ao
longo da infec¢do nos dois grupos experimentais, contudo de forma mais lenta nos
camundongos TNFR1-~, pois na quinta semana de infec¢do estes apresentaram a média celular
menor do que os selvagens (Figura 4A). Ja a média de células apoptoticas foi maior entre os
camundongos selvagens ndo infectados e na primeira semana de infeccdo. Na terceira semana,
com o decréscimo desta média entre os camundongos selvagens, as médias de células em
apoptose dos grupos experimentais se igualaram, apresentando crescimento nos tempo
seguintes da infec¢do, também nos dois grupos (Figura 4B). O indice apoptdtico revelou que a
frequéncia da média de células apoptoticas em relagdo as média celular total diminui a partir
da terceira semana de infec¢ao nos camundongos selvagens somente, mantendo-se similar nos
camundongos TNFR1”- ao longo do experimento (Figura 4C).

Estes resultados indicam que a infec¢do diminui a propor¢ao de células em apoptose
em relacao ao numero total de células nos animais selvagens. Muito provavelmente, diminui a
via de ativagdo de caspases dependente de TNFR1, uma vez que animais ndo deficientes para
este receptor ndo tiveram essa propor¢do afetada. Ainda, sugerem que, apos a terceira semana
experimental, outra via indutora de apoptose independente de TNFR1 ¢ ativada na infecgao
por L. amazonensis, pois a média de células apoptodticas apresentam aumento similares, tanto

nos camundongos selvagens quanto nos deficientes de TNFR1.
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ngos selvagens e TNFR1™
infectados por L. amazonensis. A inflamagao variou de discreta a moderada (A) atingindo regides superficiais e
profundas da derme ventral e dorsal da orelha e apresentando macrofagos vacuolizados (cabeca de setas grandes
e negras) repletos de forma amastigotas, detalhe em (C). Em (B) inflamac&o com predominio de polimorfo
mononuclear, macréfagos (cabega de setas grandes negras), linfocitos (cabega de setas pequenas e¢ negras) e
neutréfilos (setas pequenas brancas). (D) Imuno-histoquimica para identificagdo de células em apoptose (cabeca
de setas grandes branca) Em (E) pele de orelha, controle negativo e (F) timo, controle positivo da reagdo imuno-
histoquimica para células em apoptose. EP — epiderme; C — cartilagem e INF - inflamagdo. A - C coloragdo pela
H&E, D — F Imuno-histoquimica. Barra em A 32 um (200 x), B, Ce F 6 um (1000 x) e D 16 pm (400 x).
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Figura 4. Analise histopatologica das lesées cutineas de camundongos selvagens ¢ TNFR1"- infectados nas
orelhas com L. amazonensis. Média de células por campo (A) presentes na orelha dos camundongos de ambos
os grupos ao longo do curso de infec¢do. Média de células apoptoticas por campo (B) presentes na orelha nos
tempos indicados, e Indice apoptético (C) obtido pela razio entre as médias das células apoptoticas pela média
das células totais. Andlise estatistica feita pelo teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni (*p<0,05). Os
resultados sdo representativos de dois experimentos desenvolvidos independentemente. NI — Nao infectado.
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4.04 — Avaliacdo das concentracoes IFN-y, TNF, IL-12p70, IL-1p, IL-10 e IL-6 nas

orelhas de camundongos selvagens e TNFR1™" infectados com L. amazonensis.

A Figura 5 mostra a avaliagao das concentragdes das citocinas IFN-y (A), TNF (B),

IL-12p70 (C), IL-1B (D), IL-10 (E) e IL-6 (F) nas orelhas de camundongos selvagens e
TNFR1” infectados por L. amazonensis, bem como camundongos das duas linhagens néo
infectados.

A producdo de IFN-y observada foi similar em ambos os grupos em todos os tempos
analisados, sendo induzida apenas no tempo de sete semanas de infe¢cdo quando comparada ao
grupo nao infectado nas linhagens murinas (p=0,0002 e p<0,0001 para os animais selvagens e
TNFR1 respectivamente) (Figura 5A). Ja no tocante ao TNF, foi observada maior produgéo
desta citocina pelo grupo de animais selvagens apenas no tempo de cinco semanas apds a
infeccao (Figura 5B).

A producdo de IL-12p70 ndo se mostrou diferente entre os grupos ao longo dos
tempos experimentais, sendo induzida pela infec¢do, em relagdo ao grupo ndo infectado,
apenas no tempo de sete semanas apos o indculo parasitario (p=0,0120 e p=0,0472 entre os
animais selvagens e TNFR1”" respectivamente) (Figura 5C). Tanto a produgdo de IL-1j
quanto de IL-6 foram iguais entre os grupos experimentais, além de ndo se apresentarem em
niveis maiores do que o ndo infectado em quaisquer dos tempos estudados (Figuras 5D e 5F).
Por fim, os camundongos selvagens infectados apresentaram maior producao de IL-10 do que
os ndo infectado na terceira semana experimental (p=0,0095), contudo essa diferengca nao
persistiu nos demais tempos. Os camundongos TNFRI1- infectados apresentaram niveis
maiores de IL-10 somente na sétima semana de infec¢ao (p=0,0006), o qual foi maior do que
os observados nos camundongos selvagens neste mesmo tempo (Figura 5E).

Coletivamente, estes resultados sugerem que a infec¢do por L. amazonensis nao induz
produgdo de citocinas em larga escala, aumentando apenas nos tempos finais, quando outros
fatores podem atuar como indutores da produ¢do de citocinas e, ndo propriamente, o parasito.
Contudo, a diferenca na cinética de producdo da IL-10 sugere maior controle da lesdo,
retardando a perda de tecido observada nos camundongos selvagens em relagdo aos

camundongos deficientes de TNFR1.
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Figura 5. Avaliacdo das concentragoes de IFN-y, TNF, IL12p70 e IL-1p, IL-10 e IL-6 nas orelhas de
camundongos selvagens e TNFR1” infectados com Leishmania amazonensis. Camundongos selvagens e
TNFR1" (quatro por grupo) foram infectados com 1x10* promastigotas de L. amazonensis na orelha direita e
nos tempos indicados os camundongos foram sacrificados e as orelhas foram coletadas e maceradas em solugdo
com inibidores de proteases e os niveis de (A) IFN-y, (B) TNF, (C) IL-12p70, (D) IL-1B, (E) IL-10 e (F) IL-6
foram determinados por ELISA. (*p<0,05, **p<0,01 ). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os
resultados sdo a média de dois experimentos independentes. NI — Nao infectado.
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4.05 — Avaliacdo das concentracdes IFN-y, TNF, 1L-12p70 e IL-10 nos linfonodos

drenantes de camundongos selvagens e TNFR1"" infectados com L. amazonensis.

A figura 6 mostra a avaliacdo das concentragdes das citocinas IFN-y (A), TNF (B),
IL12p70 (C) e IL-10 (D) nos linfonodos drenantes de camundongos selvagens e TNFR1”-
infectados na orelha por L. amazonensis.

A producdo de IFN-y observada foi similar em ambos os grupos em todos os tempos
analisados, sendo induzida apenas no tempo de sete semanas de infe¢cdo quando comparada ao
grupo nao infectado nas linhagens murinas (p=0,0238 e p=0,0121 para os animais selvagens e
TNFR1 respectivamente) (Figura 6A). Ja no tocante ao TNF, esta citocina foi observada em
niveis elevados nos camundongos selvagens infectados ja a partir da terceira semana de
infeccao (p=0,0190) em relagdo aos ndo infectados, permanecendo aumentada até a quinta
semana (p=0,0317). Embora esta diferenca ndo apareca apds sete semanas de infeccdo, os
niveis de TNF dos camundongos selvagens sdo superiores aos dos deficientes de TNFR1
neste periodo, grupo experimental cujas concentracdes de TNF se mantiveram similares em
todos os tempos analisados (Figura 6B).

Em relacdo a producdo de IL-12p70, observaram-se niveis maiores desta citocina nos
camundongos TNFR1-~ do que os selvagens nos tempos de trés e cinco semanas de infecgio.
Ademais, em relagdo ao grupo nao infectado, a producao de IL-12p70 foi maior a partir da
terceira semana do indculo parasitario nos animais deficientes de TNFR1 (p=0,0357),
apresentando niveis similares no decurso da infec¢do entre os camundongos selvagens (Figura
6C). Por fim, ambos os animais apresentaram a produgdo de IL-10 aumentada na sétima
semana de infec¢do em relagdo ao grupo nao infectado (p=0,0095 e p=0,0357 entre os animais
selvagens ¢ TNFR1”- respectivamente), contudo, no comparativo dos dois grupos ndo se
observaram diferengas de concentragdo de IL-10 em nenhum dos tempos de estudo (Figura
6E).

Estes dados, coletivamente, sugerem que na infec¢do por L. amazonensis na orelha, as
células do linfonodo drenante dos camundongos selvagens produzem TNF em niveis maiores
aos dos animais ndo infectados e, na ultima semana experimental, maior até que os
camundongos TNFR 1", enquanto que no linfonodo drenante destes animais ocorre a pronta

producdo de IL12p70. Assim, podem-se aventar duas alternativas: ou a produ¢do continuada
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de TNF auxilia no controle da lesdo; ou niveis mais altos de IL-12p70 sdo danosos ao 6rgao
infectado. Fato ¢, mesmo em maiores niveis de produgdo de IL-12p70 por camundongos
TNFR1”, ndo ocorre a polariza¢do da resposta imune para Tul, uma vez que a produgdo de
IFN-y ndo foi induzida no inicio da infec¢do. Ainda, a indugdo tardia de IL-10 nos linfonodos
drenantes dos camundongos dos dois grupos se mostrou ineficaz no controle da inflamacao e

também no reparo tecidual.
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Figura 6. Avaliacdo das concentracdes de IFN-y, TNF, IL-12p70 e IL-10 por células dos linfonodos
drenantes de camundongos selvagens e TNFR1”- infectados via intradérmica com L. amazonensis.
Camundongos selvagens € TNFRI1” (quatro por grupo) foram infectados com 1x10* promastigotas de L.
amazonensis na orelha direita e nos tempos indicados os camundongos foram sacrificados e os linfonodos
retromaxilares foram coletadas e maceradas em solucdo com inibidores de proteases e os niveis de (A) IFN-y,
(B) TNF, (C) IL-12p70 e (D) IL-10 foram determinados por ELISA. (*p<0,05 e **p<0,001). Teste Two-Way

Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de dois experimentos independentes. NI — Nao
infectado.

Na na figura 7 estdao os resultados da avaliacdo da produgdo das citocinas IFN-y (A) e
IL-10 (B) de camundongos selvagens e TNFRI1”7- infectados na pata posterior por L.
amazonensis.

A produgdo de IFN-y por células do linfonodo drenante observada foi similar em
ambos os grupos infectados na pata em todos os tempos analisados (Figura 7A). Com a

andlise da producdo de IL-10, verificaram-se niveis de concentragdes de IL-10 similares ao
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tempo de nove semanas de infeccdo entre as linhagens murinas, contudo, nos tempo
subsequentes, a producao desta citocina foi detectada apenas pelas células dos linfonodos
drenantes de camundongos selvagens (Figura 7B).

Como dito anteriormente, durante a infec¢ao intradérmica ocorre, apesar da diferenca
no tamanho da lesdo, intensa perda de tecido, tanto pelos camundongos selvagens quanto os
TNFR1”-. Assim, o fato disto ocorrer, em infec¢do subcutdnea pode estar associado a
producdo de IL-10, apenas nos animais TNFR1”-. Esta citocina nido foi detectada nos
linfonodos de camundongos deficientes de TNFR1 nos tempo finais de infecc¢do, ao contrario
dos camundongos selvagens. Além disso, os niveis de IFN-y decaem em ambos os grupos no
modelo de infec¢do intradérmica, indicando supressdo da inflamacdo, ao contrario do
observado no modelo intradérmico. Portanto, estes dados sugerem que a producdo continuada
de IL-10 e a diminui¢ao da produgdao de IFN-y nos linfonodos de camundongos selvagens
infectados na pata podem estar envolvidas com o controle e regressao da lesdao e no reparo

tecidual na infecgdes por L. amazonensis.
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Figura 7. Avaliacio das concentracoes de IFN-y e IL-10 por células dos linfonodos drenantes de

camundongos selvagens ¢ TNFR1”- infectados via subcutinea com L. amazonensis. Camundongos (cinco
por grupo) foram infectados subcutaneamente na pata com 1x10* formas promastigotas de L. amazonensis €, nos
tempos indicados, os linfonodos popliteos foram coletados e os niveis das citocinas mencionadas foram
determinados por ELISA. As células foram estimuladas com antigeno homélogo. (* p<0,05 e ** p<0,001). Teste
Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de dois experimentos independentes. NI —
Nao infectado.
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4.06 — Avaliacio do perfil de células mieléides nas orelhas de camundongos selvagens e

TNFR1™ infectados por L. amazonensis.

O primeiro evento advindo com a inflamagdo € o recrutamento de células circulantes
capazes de combater ou controlar o dano, bem como, caso necessario, desencadear a resposta
imunoldgica adaptativa. Dentre as primeiras células recrutadas, encontram-se os neutréfilos e
monocitos, ambos de linhagem mieldide que se ligam as moléculas de adesdo intercelular
(ICAM) através do CD11b. O CD11b ¢ uma proteina da familia das integrinas, cujas fungdes
estdo relacionadas a adesdo das células mieldides as células endoteliais, permitindo o
extravasamento destas células para os sitios inflamatorios (DIAMOND et al., 1990;
SANCHEZ-MADRID et al., 1983). O ambiente inflamatorio influencia a ativacdo destas
células, bem como o patdégeno ou dano em questdo. Dada a importancia imunoldgica das
células mieloides, realizou-se a técnica de citometria de fluxo a fim de verificar sua presenca
ao longo da infeccao.

Dentre as células CD11b* destacam-se trés subpopulagdes, os neutrofilos (Ly6G™); as
células Ly6C- (Ly6C"o%), compostas por mondcitos Ly6C- (Ly6C-1°%) que produzem IL-10 ao
fagocitar patdgenos ou célula mortas e estdo envolvidos no processo de reparo tecidual
(Monocitos ndo inflamatérios), as células dendriticas (Ly6C”*% MHC II* CDI1lc¢") e os
macrofagos (Ly6C7ov MHC II" F4/80") ambos ja diferenciados; e, por fim, os mondcitos
Ly6C* (Ly6Cinthigh) (inflamatdrios) que apresentam atividades microbicida, secretam citocinas
pro-inflamatorias e sdo estes os principais mondcitos recrutados para o local de infecgao.
Ainda, a populagdo de mondcitos Ly6C" pode ser subdividida em mondcitos nao
comprometidos com a diferenciag@o celular, aqueles CD11¢c- e MHC II-, mondcitos CD11c* e
MHC II, que se diferenciariam em células dendriticas (Mon-DC) e mondcitos CD1lc e
MHC II*, os quais se diferenciariam em macrofagos (Mon-M¢) (Figura 8) (INGERSOLL et
al., 2011; YANG et al., 2014).

Observou-se aumento gradativo no nimero de células CD11b* em ambos os grupos ao
longo da infec¢do, com maior o nimero de células nos camundongos selvagens ao tempo de

trés semanas, menor na quinta semana e iguais na sétima semana apo6s a infec¢ao (Figura 9A).
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Figura 8. Dot plots com as estratégias de gates das células CD11b* das orelhas dos camundongos. As
subpopulacdes de células CD11b* das orelhas dos camundongos foram analisadas. (1) Neutrofilos sdo as células
CDI11b" Ly6G*. Dentro da populacdo celular Ly6C-, observaram-se as células dendriticas (2), aquelas CD11c*
MHC II*e os macrofagos (3), células CDIlcc MHC II*. Dentro da populagdo Ly6C*, observaram-se as
subpopula¢des de mondcitos ndo comprometidos com a diferenciagdo (4), mondcitos CDI1lc- MHC 1T,
mondcitos se diferenciando em células dendriticas (5), CD11c¢* MHC II*, e mondcitos se diferenciando em
macrofagos (6), CD11c- MHC IT*.

Com a andlise das subpopulacdes de células CD11b* observou-se um aumento na
frequéncia de monocitos Ly6C* ao longo da infecgdo, alcangado o pico nas semanas trés e
cinco apds o indculo parasitario, sem diferengas entre os grupos experimentais (Figura 9C). A
propor¢ao de células Ly6C-, ao contrario da anterior, decresce com o decorrer da infeccdo a
partir da terceira semana (Figura 9E). A frequéncia de neutroéfilos foi observada em curva
ascendente ao longo da infec¢do, sendo maior nos camundongos selvagens somente na
terceira semana em relagdo aos TNFR1-- (Figura 9G).

Quanto ao perfil de células CD11b* infectadas observou-se, nos animais selvagens,
maior taxa de infec¢do na primeira e terceira semana de experimento do que estas mesmas
células nos animais deficientes para TNFR1, diferenca ndo observada nos dois tltimos tempos
(Figura 9B). Também, os resultados indicaram maior frequéncia de mondcitos Ly6C*
infectados em camundongos selvagens na primeira semana experimental que em
camundongos TNFRI17, com posterior decréscimo nas demais semanas (Figura 9D). A

propor¢ao de células Ly6C- infectadas aumentou nos dois ultimos tempos de infe¢do, nao
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sendo observada diferengas entre os grupos (Figura 9F). Os neutrofilos se mostraram
infectados em maior propor¢do nos animais selvagens na primeira semana experimental,

contudo foram infectados igualmente em ambos os animais nos demais tempos (Figura 9H).
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Figura 9. Avaliacdo do perfil de células da imunidade inata nas orelhas de camundongos selvagens e
TNFR1” infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na orelha com
1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas para a analise
do infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. (A) Ntmero absoluto de células CD11b*. Dentro do grupo de
células CD11b*, avaliaram-se as porcentagens destas células infectadas (B), de mondcitos Ly6Cinthigh totais (C),
de células Ly6C"V totais(E) e de neutrofilos (Ly6G™) totais (G). Também verificou-se a porcentagem de
monodcitos Ly6Cinthigh infectados (D), de células Ly6C-°¥ infectados (F) e de neutréfilos infectados (H) dentro
das células CD11b" totais.(* p<0,05). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média
de trés experimentos independentes. NI — Nao infectado.
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Os mondcitos se diferenciam em células dendriticas ou macrofagos. As primeiras sdo
as principais células apresentadoras de antigeno, importantes para o desenvolvimento da
resposta imune adquirida. As segundas s3o as principais células fagociticas, responsaveis pela
eliminagdo de parasitos. Para melhor elucidar a diferenciagdo monocitica na infeccdo por L.
amazonensis, esta populacdo Ly6C" foi marcada para MHC II, presentes em células
dendriticas e macrofagos, e CD1l1c, presente apenas em células dendriticas, assim observou-se
o comprometimento celular dos mondcitos durante esta infecgao.

Observou-se aumento da populagdo de monocitos Ly6C* com a infecg¢do, sendo maior
na quinta semana nos animais TNFR1”- em compara¢do aos selvagens e iguais nos demais
tempos (Figura 10A). Ao longo do experimento ndo se observou diferenca em relagdo a
diferenciagdo destes monocitos entre os dois grupos murinos. Conforme o esperado, a
inflamagao oriunda da infec¢do por L. amazonensis aumenta a porcentagem de monocitos que
estdo se diferenciando em macréofagos (Figura 10C) e em células dendriticas (Figura 10E). A
porcentagem de monoécitos ainda ndo comprometidos com a diferenciacdo também foi
analisada. Esta se mostrou em curva descendente, tanto nos camundongos selvagens quanto
nos animais TNFR1--, sem diferengas entre ambos (Figura 10G).

Quando analisadas a porcentagem de mondcitos Ly6C" infectados, observou-se uma
maior frequéncia destas células na primeira semana experimental nos animais selvagens,
contudo, nas demais semanas, as frequéncias foram similares; menores do que na semana
inicial (Figura 10B). A diferenca na semana inicial da infec¢do foi devida principalmente a
taxa de infeccdo de mondcitos Ly6C™ ndo comprometidos com a diferencia¢do celular que,
tanto na primeira semana quanto na terceira semana de infeccdo, foi vista em maior
frequéncia nos camundongos selvagens (Figura 10H). As taxas de monocitos infectados que
se diferenciariam tanto em macréfagos quanto em células dendriticas aumentou
progressivamente ao longo da infeccdo (Figuras 10D e 10F), porém ndo foi observada
diferenca entre as linhagens murinas em nenhum dos tempos estudado.

Concomitantemente, observou-se que a populagdo de monoécitos Ly6C- aumenta
gradativamente no 6rgao lesado ao longo da infec¢do (Figura 11A). Estas células apresentam
frequéncias maiores de infeccdo nos dois ultimos tempos experimentais (Figura 10B). Além
de mondcitos, a populagdo celular Ly6C- engloba as células dendriticas e macréfagos ambos

ja diferenciados, cujas frequéncias foram analisadas.
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Figura 10. Avaliacio do perfil da subpopulacio de monécitos Ly6C* nas orelhas de camundongos
selvagens ¢ TNFR1™ infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na
orelha com 1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas
para a analise do infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. (A) Numero absoluto de mondcitos Ly6Cinthigh,
Dentro do grupo de mondcitos  Ly6Cinvhieh  ayaliaram-se as porcentagens destas células infectadas (B),
monocitos Ly6Cinthigh ge diferenciando em macrofagos totais (C), e infectados (D) mondcitos Ly6Cinthigh ge
diferenciando em células dendriticas totais (E) e infectados (F). Também verificou-se a porcentagem de
mondcitos Ly6Cinthigh totais ainda ndo comprometidos com diferenciagdo (G), e infectados (H). (* p<0,05).
Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes. NI
— Nao infectado.
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O nuimero absoluto de macro6fagos aumentou com o decorrer da infec¢do, sendo maior
ao tempo de trés semanas de experimento nos camundongos selvagens do que nos deficientes
para TNFRI1. Entretanto, na quinta semana experimental, camundongos TNFR1--
apresentaram quantidade maior de macrofagos que os selvagens, invertendo-se novamente a
propor¢ao na ultima semana de infec¢do (Figura 11C). Apesar da diferenca no nimero de
macrofagos, as frequéncias destas células foram similares entre os grupos em taxas
relativamente constantes (Figura 11E). Os macréfagos se apresentaram em grande propor¢ao
infectados, principalmente nos dois tltimos tempos de infec¢ao, sendo que na quinta semana,
camundongos TNFR1-- apresentaram maior indice de infecgdo que os selvagens (Figura 11F).
A taxa de células dendriticas teve em aumento progressivo até a quinta semana apds o
inoculo (Figura 11D).

Estes dados sugerem que a infec¢ao por L. amazonensis desencadeia o recrutamento
de células mieldides para o sitio de infec¢do, tanto monocitos quanto neutrofilos, seja para o
combate ao patdgeno, seja para repovoamento de células dendriticas e macrofagos residentes
do tecido. No tempo inicial, as principais células encontradas na lesdo sao Ly6C- residentes.
Na terceira semana de infecdo a diferenga encontrada no ntimero absoluto de células
mieldides advém da populagdo de neutrdfilos, uma vez que, entre as populagdes celulares
CDI11b* estudadas, foram os Unicos que se apresentaram em maior porcentagem nos
camundongos selvagens em relagdo aos TNFR17-. Quanto a diferen¢a no nimero absoluto de
células CD11b" observada no tempo de cinco semanas de infec¢do, nenhuma diferenga foi
observada entre suas subpopulacdes, contudo o niimero de células mieldides recrutadas para o
sitio de infecg¢do foi maior nos camundongos TNFR 17~ que nos animais selvagens.

Ainda, nos tempo intermediarios, as células Ly6C- tiveram a frequéncia diminuida,
enquanto aumentou a porcentagem de monoécitos Ly6C*. Na terceira semana de infecgdo,
observou-se que os mondcitos Ly6C*™ que se diferenciariam em células dendriticas estavam
em maior propor¢ao do que os demais mondcitos Ly6C*, mas, na quinta semana, as
porcentagens dos mondcitos precursores de macrofagos e de células dendriticas se igualaram.
Entretanto, no tempo final, a células presente em maior frequéncia sdo os neutréfilos,

mostrando assim, a alternancia do perfil celular ao longo da infecgao.
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Figura 11. Avaliagiio do perfil da subpopulacio de células Ly6C~1°" nas orelhas de camundongos selvagens
e TNFR17 infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na orelha com
1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas para a analise
do infiltrado inflamatorio por citometria de fluxo. (A) Numero absoluto de células Ly6C”°¥. Dentro do grupo de
células Ly6C”o%, avaliou-se as porcentagens destas células infectadas (B), niimero total de macrofagos (C); e
porcentagem de células dendriticas (D) e macrofagos ja diferenciados (E), além da porcentagem de macréfagos
infectados (F). (* p<0,05). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de trés
experimentos independentes. NI — Nao infectado.

O perfil das células mieldides infectadas também se altera com a infec¢do, entretanto
diferentemente das células CD11b" totais. Durante as duas primeiras semanas de infeccao, a
taxa de células CD11b" de camundongos selvagens foi maior que dos camundongos
deficientes de TNFR1. Na primeira semana, essa diferenga deveu-se majoritariamente a
populacao Ly6C*, sobretudo aos mondcitos ainda ndo comprometidos com a diferenciacao
celular. Embora o nimero de mondcitos ainda ndao comprometidos seja alto nos dois grupos,
foi maior entre os camundongos selvagens. Ja a diferenca no niumero de células mieloides

encontradas na quinta semana ndo foi explicada pelas subpopula¢des de monocitos. Embora
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possa haver maior frequéncia de mondcitos infectados ainda ndo comprometidos com a
diferenciagdo celular entre os camundongos selvagens, a frequéncia de mondcitos Ly6C™,
células Ly6C- e neutrofilos foram similares entre os grupos experimentais.

Assim, nos tempos iniciais examinados por nds, as cé¢lulas mieldides infectadas pela L.
amazonensis sao 0s mondcitos, sobretudo aqueles ainda ndo comprometidos com a
diferenciagdo celular, e os neutréfilos, mas, nos tempos finais da infeccdo, as principais
células infectadas sdo os macrofagos, acompanhados pelos neutréfilos. Ainda, os animais
selvagens recrutam células mieldides em maior nimero do que os animais TNFR1”- nas
primeiras semanas, fato que pode explicar a lesdo maior nestes animais na terceira semana. O
mesmo ndo ocorre na quinta semana, quando o niumero de células mieldides ¢ maior nos

camundongos TNFR1-, mas a lesdo é igual entre os grupos.
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4.07 — Analise da sinalizacdo de morte celular entre as células mieldides na

-/-

orelha de camundongos selvagens e TNFR1™ infectados com L. amazonensis.

Um dos fatores consideraveis para o controle do processo inflamatério € a apoptose; a
morte celular programada. Este processo ¢ fisioldogico e crucial para o préprio
desenvolvimento e funcionamento do sistema imune. Em particular, ao término das respostas
imunes, através da apoptose, ocorre a eliminacdo de células ndo mais necessarias apds a
resolugdo de uma infeccdo, ocasionando supressdo da inflamacdo. Contudo, quando células
em apoptose ndo sdo fagocitadas, elas se tornam células em necrose pds-apoptotica, um tipo
de necrose secundaria ou apoptose tardia, cuja capacidade inflamatéria € reduzida em
compara¢do aquelas em necrose primaria (MAGNER; TOMASI, 2005; SCAFFIDI;
MISTELI; BIANCHI, 2002). Como um dos dominios do TNFR1 ¢ um dominio de morte, o
qual pode direcionar a sinalizagdo intracelular a apoptose, observou-se o tipo de sinalizagao
de morte celular desencadeada pela infeccdo por L. amazonensis na populagdo de células
mieloides.

A porcentagem de células CD11b*Anexina—7AAD—, ou seja, sem marcadores de
sinalizagdo para morte celular, diminui com a infec¢ao até a quinta semana experimental em
ambos os grupos murinos. Importa ressaltar, os animais TNFR 17 ndo infectados e na primeira
semana a taxa destas células ¢ maior do que os animais selvagens, diferenca que nao persiste
ao longo dos demais tempos (Figura 12A). J4& a porcentagem de células CD11b* sem
marcadores de morte celular infectadas com L. amazonensis ¢ maior em ambos 0s grupos ao
tempo de sete semanas (Figura 12B). Assim, embora a infec¢do por parasito aumente a
sinalizacdo de morte celular na populacio CDI11b*, a subpopulagdo destas células ndo
marcada para morte celular tende a ser mais infectada por L. amazonensis nos tempos mais
tardios da infecgao.

Verificou-se também a cinética de células mieldides marcadas para necrose
(CD11b"Anexina—7AAD"). Tanto os animais selvagens ndo infectados quanto os infectados
aos tempos de trés e sete semanas apresentaram maior taxa de células em necrose do que
aqueles deficientes para o receptor 1 do TNF. Apenas na quinta semana o contrario foi
observado, com a frequéncia de células necroticas menor nos animais selvagens (Figura 12C).

Embora a frequéncia geral de células CD11b" necrdticas aumente, estas mesmas células
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marcadas para o parasito t€ém a frequéncia diminuida, ou seja, a indu¢do de necrose ocorre em
maior grau nas células mieloides ndo infectadas por L. amazonensis (Figura 12D).

As células mieldides marcadas para apoptose (CDI11b*Anexina*7AAD—) também
foram observadas. A porcentagem destas células entre os animais ndo infectados ¢ maior nos
camundongos selvagens. Entretanto, nos tempos de trés e sete semanas € maior nos animais
TNFR1”. Enfim, de modo geral ocorre o aumento da frequéncia de células apoptdticas entre
os animais TNFR1”- ao longo da infec¢do, enquanto nos animais selvagens a proporgdo se
mantém em niveis similares (Figura 12E). Células mieloides infectadas apoptoticas aumentam
em propor¢do com o transcorrer da infeccdo, em ambos os grupos (Figura 12F). Desta
maneira, estes dados sugerem que a infec¢do aumenta, a partir da quinta semana, a apoptose
nos animais deficientes para o TNFRI1 justamente nas células mieldides que interiorizam o
parasito, mas nao nos tempos anteriores. Embora nos camundongos selvagens a taxa de
apoptose aumente nos tempos finais entre as células mieldides infectadas, de modo geral,
permanece constante ao longo de todo o experimento entre as células mieloides.

Outro evento consideravel durante a inflamagao ¢ a apoptose tardia, caracterizada pela
presenca de marcadores tanto para apoptose quanto para necrose (CD11b"Anexina®™7AAD™).
Estas células ndo suprimem a infecg¢do, ao contrario, a mantém, mesmo que em potencial
menor do que aquelas marcadas exclusivamente para necrose. Observou-se que a frequéncia
desta populagdo celular aumenta progressivamente ao longo da infeccao até o tempo de cinco
semanas, contudo retrocede ligeiramente no tempo final do experimento. Nos animais
selvagens a frequéncia destas células ¢ maior que nos animais TNFRI”- no grupo néo
infectado e nos tempos de uma e cinco semanas de infec¢do, nos demais tempos nao se
observou diferencas (Figura 12G). Ja a populacdo destas células marcadas para L.
amazonensis mostrou um perfil de variagdo diferente. Exceto no tempo de trés semanas, em
que foi menor que os demais, esta populagao se apresentou em niveis similares no decurso da
infeccao nos camundongos deficientes de TNFR1. Para os animais selvagens, esta populagao
atinge a maior frequéncia ao tempo experimental de cinco semanas, maior inclusive que dos
animais do outro grupo. Contudo, nos demais tempo os valores sdo mais baixos e iguais entre

os grupos (Figura 12H).
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Figura 12. Avaliacdo da sinalizacio de morte celular entre as células CD11b* nas orelhas de camundongos
selvagens e TNFR1"" infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na
orelha com 1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas
para a andlise do infiltrado inflamatorio por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de células CD11b* vivas totais
¢ (B) infectadas. Avaliaram-se as porcentagens de células CD11b" necroticas (C), porcentagens de células
CD11b* apoptoticas (E), e porcentagens de células CD11b* duplo positivas (G). Avaliou-se também a
sinalizag@o de morte entre as células CD11b" infectadas. Porcentagem de células CD11b* infectadas vivas (B),
porcentagem de células CD11b* infectadas em necrose (D), em apoptose (F) e duplo positivas (H). (* p<0,05).
Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes. NI
— Nao infectado.



51

Dessarte, estes dados sugerem que a infeccdo por L. amazonensis influencia na
sinalizagdo de morte celular, ndo exclusivamente nas cé€lulas infectadas, mas nas células
mieldides em geral. H4 uma tendéncia de células ndo marcadas para sinalizagdo de morte
celular diminuir ao longo da infec¢do. Ainda, as células marcadas para necrose foram
observadas em maior frequéncia nos camundongos selvagens ao tempo de trés semanas,
diminuindo na semana seguinte e, de maneira contraria, aumentando nos animais TNFR1,
fato que pode estar associado a perda de tecido ocorrer anteriormente neste grupo. Além do
mais, pode-se inferir que esta infec¢do inibe a apoptose via TNFR1 e promove a ativagdo de
outra via de morte celular programada, pois as taxas de apoptose nos camundongos selvagens
diminuem na terceira semana, enquanto aumentam nos animais TNFR17~. Ao tempo de cinco
semanas, elas se igualam, ou seja, aumentam nos camundongos selvagens e diminuem nos
deficientes de TNFR1, Porém a taxa de células em apoptose volta a diminuir nos animais
selvagens e a aumentar nos TNFR1”-. Interessantemente, durante a infec¢do, as células em
apoptose tardia sdo as mais frequentes, excetuando o tempo de sete semanas. Isto indica que
aquelas células que entraram em apoptose também ndo foram eliminadas, permanecendo no
local e contribuindo com a inflamagao.

Coevolutivamente, parasitos do género Leishmania se adaptaram a invadir
silenciosamente diferentes tipos celulares para, assim, evadir o sistema imunoldgico do
hospedeiro. Predominantemente células mieldides, tais como macrofagos, células dendriticas
e neutrdfilos, abrigam a forma intracelular obrigatéria destes parasitos. Entretanto, os
parasitos interagem diferentemente com estas células (BOGDAN; DONHAUSER; DORING,
2000). Formas promastigotas de Leishmania aderem aos fagdcitos mononucleares através de
interagdo via receptores do sistema do complemento e sdo capturadas pelo mecanismo de
fagocitose. Uma vez interiorizada, o fagossoma se funde com o lisossoma para formar o
fagolisossoma, organela dentro da qual as promastigotas sofrem alteracdes bioquimicas e
metabolicas, resultando na forma parasitaria intracelular obrigatoria — amastigota. As formas
amastigotas evadem dos macrdéfagos e sdo capturadas por células dendriticas e fibroblastos,
bem como macréfagos (HANDMAN; BULLEN, 2002). Outra célula importante na captura e
eliminacdo de patdgenos sdao os neutrofilos, principais células de defesa no inicio de
infecgcdes. Neutrofilos sdo capazes de fagocitar e eliminar uma diversidade de patdégenos

quando opsonisados, contudo, em casos de fagocitose de organismos invasores nao
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opsonisados, ou quando estas células tem seus mecanismos efetores silenciados, os
neutrofilos favorecem a infecgdo (VAN ZANDBERGEN et al., 2006). Assim, a fim de
verificar a indu¢do de morte celular durante a interacdo entre o parasito e as principais células
envolvidas na infec¢do, na auséncia ou presenga do receptor 1 de TNF, observou-se o tipo de
sinalizacdo de morte celular desencadeada durante a infeccdo intradérmica por L.
amazonensis na populagcdo de macréfagos (Figura 13) e neutrofilos (Figura 14).

A porcentagem de macrofagos totais sem marcadores de morte celular diminuiu ao
longo da infecgdo tanto nos camundongos selvagens quanto nos TNFR 17, sendo mais tardia a
queda nestes ultimos camundongos. Inclusive, maior frequéncia destas células sem marcagao
para morte celular foi observada no tempo de cinco semanas nos camundongos deficientes de
TNFR1 em relagdo aos selvagens (Figura 13A). Macréfagos necroticos ocorreram em maior
frequéncia nos camundongos TNFR1- no tempo de cinco semanas do que nos camundongos
selvagens. A porcentagem de macréfagos em necrose manteve-se relativamente em niveis
baixos, aumentando somente no ultimo tempo experimental (Figura 13C). Ja os macrdéfagos
marcados para apoptose apresentaram a frequéncia constante, excetuando-se o tempo de trés
semanas, quando os camundongos deficientes de TNFR1 apresentaram alta taxa de
macrofagos apoptoticos (Figura 13E). Durante todo o tempo experimental, houve
predominancia de macrdéfagos em apoptose tardia, ocorrendo em niveis similares nos dois
grupos. Exceto na quinta semana, quando os camundongos TNFR1” tiveram a porcentagem
de macrofagos em apoptose tardia menor que os selvagens (Figura 13G).

Em relacdo aos macrofagos infectados, a cinética destas células quanto a marcagdo
para morte celular mostrou-se diferente daquela dos macréfagos totais. A taxa de macrofagos
infectados sem nenhum marcador para morte celular aumenta nos tempos finais de infec¢ao,
sendo que na quinta semana ¢ maior nos camundongos TNFR1”- do que nos selvagens, ndo
persistindo essa diferenca no tempo final (Figura 13B). J4 a porcentagem de macréfagos
infectados em necrose tende a diminuir ao longo da infec¢do em ambos os grupo. Durante a
terceira semana de experimento, essa populacdo celular foi observada maior nos animais
selvagens, invertendo na quinta semana (Figura 13D). Os macrofagos infectados em apoptose
foram observados a partir da quinta semana, sendo mais frequentes na sétima semana de
experimento, sem diferencas entre os grupos (Figura 13F). Quanto aos macréfagos infectados

em apoptose tardia, observou-se, nos camundongos selvagens, uma leve curva ascendente na
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frequéncia destas células, contudo com uma queda acentuada no ultimo periodo
experimental. Ja entre os camundongos deficientes de TNFR1, essa tendéncia acompanha,
porém com alteracdes menos bruscas, sendo observada em maior frequéncia nos
camundongos selvagens, ao tempo de cinco semanas de infecgdo, em relagdo os TNFR1”-
(Figura 13H).

Os neutrofilos também foram analisados quanto a sinalizacdo de morte celular ao
longo da infec¢do por L. amazonensis. A frequéncia de neutr6filos ndo marcados tanto para
apoptose quanto para necrose foi observada em taxa decrescente até a quinta semana,
recrudescendo na sétima semana de infeccdo para ambos grupos (Figura 14A). J& os
neutrofilos necroticos foram observados em niveis similares no decurso da infec¢do nos dois
grupos experimentais, sem diferengas entre eles (Figura 14C). A populagdo de neutréfilos em
apoptose observada mostrou uma taxa ascendente at¢ a quinta semana de  infecgdo,
diminuindo na sétima semana entre os camundongos selvagens e se mantendo estavel nos
TNFR1”- (Figura 14E). Semelhante aos neutrofilos apoptoticos, a taxa de neutréfilos em
apoptose tardia observada mostrou um aumento ao longo do experimento até a quinta semana
de infeccao, contudo na ultima semana essas taxas foram diminuidas em ambos os grupos
(Figura 14G).

Em relagdao a populagdo de neutrofilos infectados, observou-se que a taxa destas
c€lulas ndo marcada para morte celular aumenta igualmente entre o dois grupos de
camundongos no decorrer da infec¢do (Figura 14B). Contudo, os neutroéfilos infectados em
necrose decaem percentualmente ao longo da infec¢do (Figura 14D). Os neutréfilos
infectados em apoptose se apresentam em taxas maiores nos dois ultimos tempos
experimentais, sem diferencas entre as linhagens murinas estudadas (Figura 14F). J& os
neutrdfilos infectados em apoptose tardia foram observados em altas taxas nas semanas um e
cinco e em menor frequéncia nas semanas trés e sete, contudo sem diferencas entre os dois

grupos de camundongos (Figura 14H).
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Figura 13. Avaliacdo da sinalizacido de morte celular em macroéfagos das orelhas de camundongos
selvagens e TNFR1"" infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na
orelha com 1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas
para a analise do infiltrado inflamatério por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de macrofagos totais vivos e
(B) infectados; (C) macrofagos totais em necrose e (D) infectados; (E) macrofagos totais apoptoticos e (F)
infectados; (G) macrofagos totais duplos positivos e (H) infectados.(* p<0,05). Teste Two-Way Anova seguido
de Bonferroni. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes. NI — Néo infectado.
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Figura 14. Avaliacio da sinalizacdo de morte celular em neutréfilos das orelhas de camundongos selvagens
e TNFR1”" infectados por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na orelha com
1x10* formas promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas para a analise
do infiltrado inflamatorio por citometria de fluxo. Porcentagem de neutréfilos totais vivos e (A) infectados (B);
neutro6filos totais em necrose (C) e infectados (D); neutréfilos totais apoptoticos (E) e infectados (F); neutrofilos
totais duplos positivos (G) e infectados (H).(* p<0,05 e ** p<0,01). Teste Two-Way Anova seguido de
Bonferroni. Os resultados sdo a média de trés experimentos independentes. NI — N&o infectado.
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Estes dados sugerem, coletivamente, que o percentual de células mieldides sem
marcadores para morte celular diminui até a quinta semana de infec¢do e, na sétima semana,
aumenta novamente tanto nos camundongos selvagens quanto nos TNFR17-. Este aumento na
taxa destas células no tempo final do experimento ¢ devido principalmente a populacdo de
neutrofilos, uma vez que o recrudescimento das células nao marcadas para morte celular foi
observado apenas neste tipo celular. A taxa de células mieldides sem marcadores para morte
celular na primeira semana de infec¢do foi maior entre os camundongos deficiente de TNFRI,
fato que pode ser associado aos neutréfilos também, embora ndo se tenha observado
diferencas na taxa destas células entre os grupos neste tempo, o numero absoluto de
neutr6filos ¢ maior que o de macrofagos. Entdo, quando se comparam as células mieldides
totais, a diferenca ¢ evidenciada entre os grupos, pois o grande nimero de neutréfilos € o que
sustenta essa diferenca ja que a taxa de macrofagos sem marcadores de morte celular ¢ igual
entre as linhagens neste tempo.

Na quinta semana, a taxa menor de necrose nas células mieldides de camundongos
selvagens parece estar associada aos macréfagos. Neste tempo, ainda, as taxas destas células
em apoptose sdo similares, tanto de macréfagos quanto em neutrofilos, enquanto as células
mieldides dos camundongos selvagens apresentam maior taxa de apoptose tardia,
principalmente os macrdofagos. Estes fatos que evidenciam melhor regulacdo da inflamacao
pelos camundongos selvagens, logo na semana experimental em que as lesdes apresentaram
mesmo tamanho. Em relagdo a sétima semana, os camundongos TNFR1” ji apresentam
grande perda do tecido da orelha, embora apresentem maior taxa de células apoptdticas do
que os selvagens, provavelmente relacionada aos neutréfilos. Além disso, as taxas de necrose
entre as células mieldides dos camundongos selvagens recrudescem, sendo observada massiva
perda de tecido também entre esses camundongos, nas semanas posteriores. Apesar das taxas
de células mieldides necrdticas ja haverem sido tdo altas tanto na terceira quanto na sétima
semanas de infeccao, o aporte celular no tempo final ¢ maior, sugerindo que os camundongos
selvagens ndo consigam controlar tdo elevado nimero de células em necrose na orelha.

J& a presenga do parasito no interior das células mieldides altera igualmente o perfil de
macroéfagos e neutrofilos quanto aos marcadores de morte celular, tanto entre os camundongos
selvagens quanto entre os TNFR17-. Em ambos os grupos observou-se aumento da taxa de

células infectadas ndo marcadas para morte celular ao longo da infec¢do. Observou-se
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também uma diminui¢ao da taxa de células mieloides infectadas em necrose, enquanto
aumenta-se a taxa de células em apoptose nos tempo finais nas duas linhagens murinas. Ja a
flutuacdo da populacdo de células mieldide infectadas em apoptose tardia é diferente entre
neutrofilos e macrofagos. Os neutréfilos infectados apresentaram alta taxa de apoptose tardia
nos tempo de uma e trés semanas, ja os macrofagos aumentam a taxa continuamente até a
quinta semana, decaindo na sétima semana de infeccdo, isto tanto para a linhagem murina

selvagem quanto para linhagem deficiente de TNFR1.
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4.08 — Analise da da populacio linfocitica na orelha de camundongos selvagens e

TNFR1™" infectados com L. amazonensis.

Linfécitos sdo outras células que migram para o sitio de infec¢do, cuja importancia
deve-se considerar. Linfocitos T auxiliares, tanto os CD4" quanto os CD8", e linfécitos B sao
considerados fatores de patogénese (SOONG et al., 1997; WANASEN; XIN; SOONG, 2008).
Nao obstante, dentre as fungdes do TNF destaca-se a indugdo de diferenciagdo de monocitos
em células dendriticas, principais células ativadoras de linfocitos, culminado no recrutamento
destas células para o local de infeccdo (CHOMARAT et al., 2003). Assim, faz-se mister
avaliar o perfil de linfécitos ao longo do curso de infecgao.

Nas infecgdes por L. amazonensis na orelha, a populagdo de linfocitos aumentou
apenas na ultima semana de experimento (Figura 15A), contudo, diferengas entre o perfil
linfocitico dos camundongos selvagens e TNFR1”- foram observados. Os linfécitos B
(CD19%) decairam ao longo do experimento em ambos os grupos, entretanto, ao tempo de
cinco semanas de infec¢do, os camundongos selvagens apresentaram maior nimero destas
células (Figura 15B). Os linfécitos T (CD3*) também apresentaram viés de queda ao longo da
infeccao, sendo que os animais deficientes de TNFR1 apresentaram maior nimero destes
quando ndo infectados e ao tempo de cinco semanas de experimento (Figura 15C). Os
linfocitos T citotoxicos (CD3"CD8") também foram observados em maior nimero na quinta
semana de infec¢do entre os animais TNFR1”- (Figura 15D), bem como os linfocitos T
auxiliares (CD37CD4") (Figura 15E). A proporcao de linfocitos T auxiliares também foi
avaliada, interessantemente ela aumentou primeiramente nos camundongos selvagens, ja na
terceira semana experimental, enquanto permaneceu alta neste grupo, aumentando na quinta
semana nos camundongos TNFRI1”-, diminuindo igualmente nos dois grupos na sétima
semana de infeccdo (Figura 15F). As células T regulatérias (CD3*CD4"FOXP3%),
responsaveis pela regulagdo e controle da inflamacao, também foram avaliadas. Na terceira
semana tanto o numero absoluto de células T regulatérias quanto a sua respectiva propor¢ao
foram maior nos camundongos deficientes de TNFR1 e, na quinta semana apenas o nimero
absoluto se manteve maior. Embora observe-se a frequéncia aumentada das células T
regulatorias ao tempo de sete semanas de infec¢do, vemos que neste mesmo tempo

experimental, o niimero das células T regulatérias ¢ reduzido, sendo que foram induzidas
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apenas nos camundongos TNFR1”-, somente nos tempos de trés e cinco semanas de infecgéo

(Figuras 15G e 15H).
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por L. amazonensis. Camundongos (cinco por grupo) foram infectados na orelha com 1x10* formas
promastigotas de L. amazonensis e, nos tempos indicados, as lesdes foram coletadas para a analise do perfil
celular por citometria de fluxo. Foram avaliados o nimero absoluto de linfocitos totais (A), bem como de
linfocitos B (B), linfocitos CD3™ totais (C), linfocitos CD3*CD8* (D), linfocitos CD3*CD4" e suas frequéncias
(E), além dos linfocitos T regulatorios (CD3*CD4*FOXP3") e também suas frequéncias. (F). (* p<0,05 e **
p<0,01). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni. Os resultados s@o a média de trés experimentos
independentes. NI — Nao infectado.
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Coletivamente, estes dados sugerem que na auséncia do TNFR1 observaremos maior
numero de linfocitos B, T citotdxico e auxiliares, bem como T regulatérios ao tempo de cinco
semanas de infec¢do. Estas células, excetuando-se os linfocitos T regulatorios, foram
observadas como fatores de patogénese ao longo da infec¢do por parasitos do género
Leishmania. Entdo, estas diferencas encontradas ao tempo de cinco semanas podem estar
relacionadas com a perda massiva de tecido ocorrer anteriormente nos camundongos
TNFR1”-. Quanto as diferengas observadas em relagdo as células T regulatorias, o maior
numero absoluto e frequéncia destas células no tempo de trés semanas parece de acordo com
o fato da lesdo dos camundongos selvagens ser maior neste tempo do que a de camundongos
TNFR1. Entretanto, mesmo sendo maior o nimero absoluto dos linfocitos regulatérios entre
os camundongos deficientes de TNFR1 na quinta semana, a frequéncia ndo o ¢é. Ainda, o
numero de linfocitos T e B também sdo maiores nestes grupo experimental na quinta semana
de infecgdo, cuja ativagdo e regulagdo da inflamagdo, hipoteticamente, podem estar menos

balanceada com a infec¢do por L. amazonensis nos camundongos TNFR1--.
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4.09 — Anilise do perfil celular na lesio de camundongos selvagens e TNFR1”

infectados por L. amazonensis na pata.

O modelo de infec¢do subcutanea, obtido com a infeccdo na pata de camundongos
mostrou relevantes diferencas entre o modelo intradérmico, ou seja, com a infec¢do realizada
na orelha de camundongos. Ao tempo de oito semanas de infec¢do na pata, quando as lesdes
apresentaram tamanhos iguais nos dois grupos, ndo foram observadas diferengas no nimero
de células dendriticas (Figura 16A), neutréfilos (Figura 16D), linfocitos B (Figura 16C),
linfocitos citotdxicos (Figura 16B) e auxiliares (Figura 16G).

Entretanto, ao tempo de doze semanas de infec¢do, quando as lesdes dos
camundongos TNFR 17~ estavam maiores que dos camundongos selvagens, foi observado que,
na auséncia de TNFR1, aumenta-se o numero de células dendriticas (Figura 16A), neutréfilos
(Figura 16D), linfécitos B (Figura 16C), linfocitos citotoxicos (Figura 16B) e auxiliares
(Figura 15G), exceto o subgrupo de linfocitos T regulatorios. Este subgrupo, alias, foi
observado em menor nimero e frequéncia nos camundongos deficientes de TNFR1 (Figuras
161 e 16J). A frequéncia de neutrofilos e células T auxiliares foram observadas maiores nos
camundongos TNFR1-- (Figuras 16E e 16H).

Estes dados corroboram a ideia de a resolugdo da infec¢do variar quanto ao local do
inoculo, pois além destas diferencas apresentadas acima, camundongos C57BL/6 controlam e
reparam a lesdo nas patas, diferentemente dos camundongos TNFR1”- e selvagens infectados
na orelha, os quais exacerbam a lesdo, apresentando massiva perda de tecido no orgado
acometido. Ainda, ressalta-se a patogenicidade de neutréfilos e linfocitos T e B no sitio de
infeccdo, bem como auséncia de controle de regulacdo da regulacdo da inflamacdo na
auséncia do TNFRI1, fatos que, em conjunto, levam a suscetibilidade da infe¢ao por L.

amazonensis.
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Figura 16. Avaliacio do perfil celular na lesio de camundongos selvagens ¢ TNFR1™ infectados por L.
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celular por citometria de fluxo. O numero absoluto de células dendriticas (A), o nimero absoluto de linfocitos
CD3*CD8" (B) e linfocitos B (C). O niimero absoluto de neutréfilos (D) e sua frequéncia (E). Numero absoluto
de linfocitos CD3"CD4* (G) e sua frequéncia (H), bem como o numero absoluto de células Treg
(CD3*CD4"FOXP3*) (I) e frequéncia das mesmas (J). (* p<0,05). Teste Two-Way Anova seguido de Bonferroni.
Os resultados mostrados nas letras A, B, C, D, G e I s@o a média de dois experimentos independentes, ja os
mostrados em E, H e J sdo representativos de dois experimentos. NI — Nao infectado.
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5. DISCUSSAO

A pleiotropia do TNF ¢ patenteada nos estudos acerca de doencas parasitarias. O
comprometimento da sinalizacdo de TNF, mais propriamente o de sua sinalizacdo através do
receptor 1 do TNF, resulta na suscetibilidade a Citrobacter rodentium, a colite experimental, a
Mycobacterium tuberculosis € a L. major associada a falta de remodelamento tecidual nos
tempos tardios da infec¢do. Ainda, o TNF ¢ tido como uma importante citocina na promog¢ao
da inflamacdo (HAYDEN; GHOSH, 2014). Muitos modelos de camundongos sao
naturalmente resistentes a L. major, entretanto na auséncia ou comprometimento da
sinalizacdo do TNF se tornam suscetiveis, como os camundongos C57BL/6 (VIEIRA et al.,
1996; WILHELM et al., 2001). Na auséncia do TNFRI1, camundongos controlam a carga
parasitaria, mas nao controlam a lesao (VIEIRA et al., 1996; WILHELM et al., 2001,
OLIVEIRA et al, 2012). A baixa taxa de apoptose na fase cronica observada nos
camundongos TNFR1” infectados com L. major foi associada a falta de controle da
inflamagao e, consequentemente, a suscetibilidade (KANALY et al., 1999; NAUDE et al.,
2011; OLIVEIRA et al., 2012). Diante de tdo amplo espectro de atuagdo, a fim de elucidar
melhor a papel imunobiologico do TNFR1, questionou-se a participagdo deste receptor na
infeccdo por L. amazonensis. Sabe-se que, na infeccdo por L. amazonensis, camundongos
TNFR1”- com fundo genético C57BL/6 apresentam falta de controle das lesdes nas patas nos
tempos finais de infec¢do, com uma inflamagdo grave persistente (CARGNELUTTI et al.
2014).

Durante as infec¢des intradérmicas, observou-se que as orelhas dos camundongos
selvagens apresentaram lesdo maior nos tempos iniciais, contudo estas lesdes se igualam e
sdo, posteriormente, superadas em tamanho, no decorrer do experimento pelos camundongos
TNFR1”-. Contudo, em ambas as linhagens murinas, a infecgdo resulta em massiva perda da
orelha infectada, iniciada mais tardiamente nos camundongos selvagens. Assim, em
consonancia com a literatura, a sinalizagdo do TNF via TNFR1 parece estar envolvida com a
promogao da inflamagdo na infecgdo por L. amazonensis. Porém, ndo parece estar relacionada
com o reparo tecidual na orelha, uma vez que as lesdes de ambos os camundongos evoluem
para perda massiva de tecido deste orgdo. Diferente e interessantemente, nas infecg¢des

subcutaneas por L. amazonensis, embora tenha sido observada a tendéncia de lesdo maior
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inicialmente nos camundongos selvagens com posterior controle e exacerbacdo da lesdo nos
camundongos TNFR1- na fase cronica, somente os animais selvagens apresentam diminuigdo
da lesao sem perda massiva de tecido. Neste modelo de infec¢do, o TNF via TNFR1 parece
estimular a inflamagdo, bem como controla-la, e, ainda auxiliar no reparo tecidual, conforme
ja descrito.

De maneira igual a descrita em infecg¢des por L. major, independente tanto da via de
inoculacdo quanto da presenca ou auséncia do TNFRI1, a carga parasitiria ¢ controlada
similarmente, ndo apresentando diferencas na atividade de arginase mensurada. Portanto, o
TNFR1 ndo parece atuar no controle parasitario em infecgdes por L. amazonensis tal qual o
observado para L. major (VIEIRA et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2012).

Em infecgdes por L. amazonensis é sabido que nao ocorre uma polarizagao da resposta
imunologica para qualquer perfil citocinas, afinal sdo observados baixos niveis de produgao
das citocinas IFN-y, TNF, IL-6, IL-10, IL-12, entre outras (CORTES et al., 2000; COURRET
et al.,, 2003; JI et al.,, 2002; JI; SUN; SOONG, 1993; VIEIRA et al.,, 1996; JONES;
BUXBAUM; SCOTT, 2000; XIN; LI; SOONG, 2007; XIN; LI; SOONG, 2008). No modelo
intradérmico, a infec¢do por L. amazonensis foi observada como fraca estimuladora da
produgdo de IFN-y, TNF, IL-12p70, IL-1B, IL-10 e IL-6. A indugdo principalmente das
citocinas pro-inflamatorias, IFN-y, TNF, IL-12p70, IL-1B, e IL-6 foi observada apenas nos
tempos finais, podendo ser mais devida ao resultado da inflamagdo que propriamente da
infeccdo. Mesmo que a produgdo de IL-10 nas orelhas infectadas dos camundongos seja
estimulada j4 na terceira semana de infec¢do, isto ndo ¢ suficiente para regular a inflamacao,
pois a lesdo nas orelhas dos camundongos dos dois grupos evolve para perda massiva de
tecido. Nos linfonodos retromaxilares, ou seja, os linfonodos drenantes na infec¢ao
intradérmica, a produ¢do de IL-12p70 foi estimulada ja nas primeiras semanas experimentais
nos camundongos TNFR1”, e os indices de TNF na semana final foram maior entre os
selvagens. Embora estas diferengas ocorram, ndo ¢ o suficiente para levar a uma resolugao
diferente neste modelo de infec¢do. Durante a infec¢do intradérmica, a producao de IL-10 nas
orelhas infectadas ¢ estimulada apenas na terceira semana de infec¢do entre os camundongos
C57BL/6, enquanto nos TNFR 17 foi estimulada apenas na ultima semana experimental, bem
como nos linfonodos retromaxilares de ambas as linhagens murinas. Acrescido a isso, o fato

da produgdo de IL-10 ter sido observada por células do linfonodo popliteo nos dois grupos
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murinos durante a infec¢do subcutanea, porém persistida esta produg¢do apenas nos
camundongos selvagens. Assim, conjecturou-se que a producao de IL-10 para ser efetiva no
controle da inflamagao deve ser ocorrer ao longo de todo o periodo de infecgao.

A andlise histoldgica permitiu observar que, durante a infec¢do intradérmica por L.
amazonensis, a média de células totais encontradas por campo aumenta gradativamente, sendo
que na quinta semana o numero de células totais encontrada nos camundongos selvagens ¢
maior, sendo igualadas no tempo final. Contudo, o recrutamento de células mieloides se
desenvolve de modo diferente. H4 um aumento de células mieldides no sitio inflamatorio
gradativo, porém, na terceira semana, o numero de células mieldides ¢ maior nos
camundongos C57BL/6 e, na quinta semana de infecgdo, é maior nos camundongos TNFR1-.
As células mieloides podem contribuir com a lesdo aumentada nos camundongos selvagens
no tempo de trés semanas experimental. J4 na quinta semana, a despeito da diferenca no
namero de células mieldides, a analise histologica revela maior nimero de células totais entre
os camundongos selvagens, fato que pode equilibrar o tamanho da lesdo entre os grupos neste
periodo. As células mieldides advém da medula dssea, recrutadas em resposta a danos ou
infec¢des, porém grande ¢ a gama de células mieldides, assim, a fim de verificar o perfil
destas células ao longo da infe¢do se fez necessario.

As primeiras células a migrarem para o local da infec¢@o por via intradérmica sio os
neutrofilos. Apds a primeira semana de infec¢do, as células mieldides predominantes na
infeccdo intradérmica por L. amazonensis sdo as células Ly6C-; mondcitos envolvidos,
principalmente, com o reparo tecidual, além de macrofagos e células dendriticas ja
diferenciadas para residirem no tecido (CARNEIRO, 2014). Com o decorrer da infecgdo, o
principal tipo celular encontrado passa a ser os mondcitos Ly6C*; mondcitos precursores de
macrofagos e células dendriticas com atividades microbicida e secretoras de citocinas pro-
inflamatoérias. Inicialmente, os principais mondcitos Ly6C* observados na infecgdo
intradérmica sdao aqueles ndo comprometidos com a diferenciacdo celular. Contudo, aqueles
mondcitos comprometidos com a diferenciagdo em células dendriticas passam a ser os
principais monocitos Ly6C*™ e, no tempo final, sdo aqueles que se diferenciariam em
macroéfagos. A populacao de neutrofilos também € observada em curva ascendente, sendo no
tempo final a principal célula mieldide na orelha dos camundongos infectados. A diferenca

entre o numero total de células mieldides na terceira semana de infeccdo ¢ explicada pela
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diferenca de neutrdfilos, maior no grupo selvagem a esse tempo. Ja a diferenga observada,
também no numero de células mieldides, na quinta semana nao se explica pela frequéncia de
nenhuma subpopulagao, pois foram observados em mesma propor¢ao nos dois grupos. Assim,
mesmo que o nimero de macrofagos presente na orelha infectada de camundongos TNFR1--
seja maior, as demais células CD11b"Ly6GLy6C- aumentaram em propor¢des similares,
assim como os subtipos de monocitos Ly6C*. Entdo, inferiu-se que na presenca do TNFR1, a
infeccdo intradérmica por L. amazonensis recruta inicialmente mais neutrofilos, um dos
responsaveis pela diferenca no tamanho da lesdo a esse tempo. Este raciocinio, entretanto, nao
se aplica a quinta semana de infec¢do, quando as lesdes se equivalem, pois, neste tempo
experimental, a auséncia do TNFRI foi relacionada com menor recrutamento de células
mieloides, mais precisamente aquelas células CD11b"Ly6C-, para o sitio inflamatério, mas
nao células totais. Nao houve qualquer diferenga na proporcao de subpopulagdes das células
mieloides ao final do experimento.

O numero de células mieloides infectadas, assim como as células mieloides totais,
aumenta com o decorrer do experimento e ¢ maior nos camundongos selvagens nas duas
primeiras semanas experimentais. A diferenca na primeira semana foi atribuida aos neutrofilos
e mondcitos Ly6C*, majoritariamente aqueles ainda ndo comprometidos com a diferenciagao
celular. Na terceira semana de infec¢do, embora haja maior taxa de células mieldides
infectadas nos animais C57BL/6, nenhum subtipo destas células foi visto infectado em maior
proporc¢ao que nos camundongos deficientes de TNFR1. De maneira geral, a principal célula
infectada neste tempo foram os neutroéfilos. Ja nos tempos finais, observou-se que o nimero
de monocitos Ly6C* comprometidos com a diferenciagdo tanto em células dendriticas quanto
em macrdofagos aumenta, bem como a populagdo de macréfagos infectados ja diferenciados,
enquanto os neutréfilos infectados permanecem praticamente constantes ao longo do tempo.
Assim, a infec¢do intradérmica por L. amazonensis favorece a diferenciacdo celular de
monocitos Ly6C*, atuando no recrutamento de células dendriticas e macrofagos para o sitio
de infeccdo. Ainda, evidenciou-se, novamente, que o TNFR1 participa na promogao inicial de
inflamacao, favorecendo a fagocitose do parasito pelas células mieldides.

Quanto a infecgao pela via subcutanea por L. amazonensis, dentre as células mieloides
observadas destacam-se as células dendriticas e neutrofilos, sendo que ambas estas células se

apresentaram em numeros iguais quando as lesdes eram iguais entre os grupos. , Contudo,



67

foram vistas em maior numero nos animais deficientes de TNFR1 nos tempos finais do
experimento, justamente quando os camundongos selvagens controlam a lesdo. Ainda, a
frequéncia de neutrofilos foi também maior no tempo de doze semanas de infeccdo nos
camundongos TNFR1-~. Logo, infere-se que é prejudicial para o controle da inflamagdo ao
final da infec¢do subcutanea por L. amazonensis a presenga em grande numero tanto de
células dendriticas quanto de neutréfilos, sobretudo quando os neutroéfilos se encontram com a
frequéncia aumentada, fato decorrente da auséncia de TNFR1. Assim, sugere-se que o TNFR1
participe no recrutamento celular no inicio da infec¢ao, bem como no controle da inflamacgao
apenas na infecc¢ao via subcutanea por L. amazonensis.

A andlise da populagdo de células mieldides revelou que a infecgdo intradérmica por
L. amazonensis induz a sinalizagdo de morte celular, uma vez que a taxa de células mieldides
nao marcadas para morte celular diminui ao longo da infec¢ao. No tempo de uma semana de
infeccdo, observou-se que os neutrofilos dos camundongos selvagens estavam apresentando
necrose e apoptose tardia em maior taxa do que os camundongos TNFR1--, possivelmente
mantendo o sitio de infeccdo mais inflamatorio. Ja na terceira semana de infec¢ao, observou-
se nas orelhas infectadas maior taxa de células mieldides em necrose e apoptose tardia no
grupo C57BL/6, enquanto nos camundongos deficientes de TNFR1 os macrofagos
apresentaram apoptose em taxa maior. Mais uma vez, evidenciou-se 0 microambiente mais
inflamatorio justamente quando o nimero de células mieloides ¢ maior, consonante a maior
lesdo nos camundongos selvagens neste tempo experimental. Na quinta semana de infec¢ao,
as células mieldides dos camundongos TNFR1”- forma observadas necroticas em maior taxa,
enquanto nos camundongos C57BL/6 estas células apresentaram maior taxa de apoptose
tardia, ambas as diferengas estavam associadas aos macrofagos das duas linhagens. Assim,
neste tempo, o ambiente era inflamatdério nos camundongos deficientes de TNFR1, fato que
pode levar a aumento da lesdo nos tempo finais. Enfim, no tempo de sete semanas de infec¢ao
havia maior frequéncia de células mieldides em necrose nos camundongos C57BL/6 e mais
células mieldides apoptoticas nos TNFR17-, muito embora ambos falhem em controlar e
reparar a lesdo.

Através da analise histologica, também observou-se inicialmente um decréscimo na
média de células apoptdticas apds a infecgdo intradérmica apenas nos camundongos

selvagens, com posterior aumento nos dois grupos, levando a inferir que a infeccdo por L.
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amazonensis inibe a apoptose via TNFR1 nos tempos iniciais ¢ favorece uma outra via de
morte celular programada nos tempos finais da infeccdo. Contudo, de modo geral, a taxa de
células em apoptose decai com a infecg¢do intradérmica por L. amazonensis.
Interessantemente, através da técnica de citometria de fluxo ndo foram observadas diferencas
quanto a apoptose entre os grupos no tempo de uma semana de infecgdo, contudo foi
observada maior taxa de células mieldides em apoptose tardia. Estas duas populagdes
apresentam caracteristicas morfoldgicas de apoptose, diferenciado entre si por marcadores
moleculares. Assim, estes dados corroboram os obtido com a andlise histologica, onde foram
observadas em maior taxa células apoptéticas nos animais selvagens ndo infectados e na
primeira semana do experimento. Ainda, por citometria de fluxo, observou-se maior
porcentagem de células mieldides em apoptose no tempo de trés semanas de infeccdo nos
camundongos TNFR1--, atribuida aos macrofagos destes animais. J4 na sétima semana,
inferiu-se que a maior taxa de apoptose nos camundongos deficientes de TNFR1 seja mais
relacionada aos neutrofilos. Estes dados fortalecem a ideia de que a infec¢do intradérmica
inibe a apoptose via TNFR1, mas promova a ativacao de outra via de apoptose.

Quanto a sinalizagdo de morte celular entre as células mieldides infectadas, observou-
se em ambos 0s grupos, na primeira semana, que as células (principalmente os neutréfilos)
com o parasito se apresentavam mais frequentemente em necrose, um nimero menor em
apoptose tardia. Em escala menor, na terceira semana de infec¢do, camundongos selvagens
apresentaram maior propor¢do de macréfagos e neutréfilos necréticos do que os TNFR1--. Ja
na quinta semana enquanto os macréfagos infectados dos camundongos deficientes de TNFR1
apresentaram maior taxa de necrose, os macréfagos infectados dos camundongos C57BL/6
apresentavam maior taxa de apoptose tardia, sendo esta a principal sinalizacdo de morte
celular neste tempo entre as células mieldides das duas linhagens. Por fim, no tempo final de
infeccdo, destacam-se as células mieldides infectadas sem marcadores para morte celular
como principais células mieldides infectadas, seguidas pelas células mieldides infectadas em
apoptose. Assim, na fase cronica da infec¢do intradérmica, aparentemente a perda do controle
da les@o e de seu reparo nao ¢ atribuida a apoptose ou outros tipos de morte celular, contudo
ressalta-se que a taxa de apoptose ¢ semelhante entre os camundongos deficientes e
suficientes de TNFR1, podendo-se inferir que a infecg¢do por L. amazonensis afeta justamente

a apoptose via TNFR1. Estas observagoes diferem do modelo de infecg¢do por L. major, no
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qual os TNFR1-- apresentam taxas de apoptose mais baixas que os camundongos C57BL/6 na
fase cronica (KANALY et al., 1999; NAUDE et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2012)

A populacao linfocitica também foi avaliada ao longo da infec¢do por L. amazonensis.
Quando infectados pela via intradérmica, ndo se observaram no sitio inflamatério diferencas
quanto ao numero de linfocitos totais em quaisquer dos tempos estudados, contudo as
populagdes de linfocitos B e T foram maiores ao tempo de cinco semanas de infec¢do. Dentro
das subpopulagdes de células T, tanto as auxiliares quanto as citotoxicas foram observadas em
maior nimero nos camundongos deficientes de TNFR1 na quinta semana de infec¢do
intradérmica. Embora as lesdes dos camundongos estudados sejam iguais a esse tempo, a
perda de tecido da orelha dos animais TNFR 17 comega mais cedo, podendo estar relacionada
com esse robusto numero de linfocitos B e T, similares no tempo ultimo do estudo neste
modelo. Esta observacao ¢ corroborada pelos dados da infec¢ao subcutanea: no tempo de oito
semanas de infeccdo, quando as lesdes se equivalem, ndo foram vistas diferencas entre as
populagdes de linfécito B. Entretanto, na décima segunda semana, quando a lesdo era
controlada pelos camundongos selvagens e exacerbada nos TNFRI”-, os linfocitos T
citotoxicos e auxiliares foram observados em maior nimero nos camundongos deficientes de
TNFR1. Além do niimero absoluto maior, a frequéncia de linfocitos T auxiliares também foi
observada maior durante a semana doze apos a infec¢ao subcutanea.

Voltando ao modelo de infec¢do intradérmica, nos camundongos TNFR1”, a
populacao de células T regulatorias estava em maior nimero no tempo de trés e cinco
semanas, com a frequéncia aumentada apenas na terceira semana neste grupo experimental.
Na terceira semana, a lesdo ¢ menor nestes camundongos, devido a regulacao da inflamacao,
pois apresenta maior propor¢do de células T regulatorias e menor numero de células
mieldides. Contudo, a populagdo aumentada de células T regulatérias nos camundongos
TNFR1-/- ndo lhes confere maior frequéncia destas células, ndo sendo suficiente para levar a
supressao da inflamacao, tampouco no reparo tecidual. Por outro lado, na infec¢ao subcutanea
por L. amazonensis, ndo s6 o numero de células T regulatorias, mas também sua frequéncia
foi maior nos camundongos C57B/6 na décima segunda semana, direcionando para a
supressao da inflamagao e do reparo tecidual nestes animais. Assim, infere-se que o TNFR1
regule, durante a infec¢do por L. amazonensis, o recrutamento de linfécitos B e T, nao

minimizando os efeitos patogénicos associados a estes tipos celulares (SOONG et al., 1997;
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WANASEN; XIN; SOONG, 2008). Contudo, na infec¢do intradérmica, aos tempos finais de
infeccdo, quando ¢ preciso regular a inflamacao e reparar o tecido lesado, observou-se a falta
da capacidade do TNFR1 de exercer esta fun¢do, levando a perda massiva da orelha em
ambos os grupos murinos. Contrariamente, na infec¢ao subcutanea, a capacidade de regulagao

via TNFRI1 persiste, levando ao reparo tecidual na pata infectada dos camundongos

suficientes de TNFRI.
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6. CONCLUSAO

O presente trabalho mostrou que o TNFRI1 exerce papel no controle do tamanho da
lesdo, mas ndo no controle parasitario. O controle do tamanho lesdo nos tempos iniciais da
infeccdo € devido ao envolvimento do TNFR1 no recrutamento celular, aumentando a lesao
nos primeiros tempos. J& o melhor controle do tamanho da lesdo na fase cronica se deve ao
TNFR1 estar envolvido no controle do recrutamento de linfécitos B, linfocitos T citotoxicos,
linfocitos T auxiliares e T regulatorios para o sitio da infecgdo. No modelo de infeccao
subcutaneo, na fase cronica, o TNFR1 se mostrou mais apto a controlar a migracao de células
inflamatorias para o sitio de infec¢do, concomitante a resolugdo da lesdo, fato ndo observado
durante a infecgdo intradérmica.

A L. amazonensis nao ¢ uma forte indutora de citocinas de quaisquer perfis
imunologicos, contudo, o TNFR1 foi importante na manutenc¢ao da producao de IL-10 pelos
linfonodos drenantes durante infec¢des subcutaneas exclusivamente, resultando num controle
da lesdo nas patas de camundongos C57BL/6. Desta maneira, o TNFRI seria um fator
importante de promoc¢do da inflamacdo durante a fase aguda da infeccdo e importante na
regulacdo da resposta imune na fase cronica, quando também estd envolvido no reparo
tecidual.

A sinalizacao via TNFRI1, na infec¢do intradérmica por L. amazonensis, favorece a
morte celular por necrose, bem como diminui a capacidade de eliminagdo das células em
apoptose, promovendo a ocorréncia da apoptose tardia. Talvez seja pelo fato da sinaliza¢ao do
TNFRI1 pender para a via de ativagdo do NF-«B, culminando na expressao de moléculas
celulares que inibam a apoptose, tais como a cIAP e a cFLIP.

Nossas observagoes acerca do papel do TNFR1 na infecgdo por L. amazonensis abrem
campos novos de estudos, como o porqué da diferenga de eficicia no controle da inflamagao
encontrado entre as diferentes vias, a fim de melhor entender a imunobiologia do TNFRI1,

otimizando esta fun¢ao nas patologias através do desenvolvimento de recursos terapéuticos
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ANEXOS
ANEXO A
Genus Leishmania
I | I I
Leishmania Viannia Sauroleishmania
(New World) (Old World)
Old World New World
Cutaneous Cutaneous L. tarentolae
Visceral L. gymnodactyli
L. major L. mexicana
L. tropica L. amazonensis
L. asthiopica L. braziliensis
L. peruviana
L. donovani ]
L. panamensis
L. infantum

L. guyanensis

ANEXO A: Filogenia do género Leishmania (BATES, 2007, p 1099).
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ANEXO B
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ANEXO B: Formas evolutivas de Leishmania. Amastigota ¢ promastigota (A). Metaciclogénse esquematizada
(B) (BATES, 2007, p 1100). Desenho esquematico do desenvolvimento do parasito Leishmania dentro do vetor

(C) (PIRES 2014, p. 22).
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ANEXO C
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ANEXO C: Mapa epidemiologico de paises com alta incidéncia de leishmaniose. (WHO, 2014, p 290).
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ANEXO D
+3%% Antigen
Innate immune s 9 ; o
response stimulating Differentiation
substances signals
Micromilieu vitamins,
Cytokines, Histamine,
Adenosine etc.
2 " IL-4 TGF-B, IL-6
Differentiation IL-21 IL-12 IL-4 7 e TNF-0, IL-6
cytokines; TGF-B IL-21, IL-23
Effector IFN-y IL-4, IL-5, IL-13, IL-9 IL-6, IL-8, IL-17A, 1L-22
cytokines: IL-25, IL-31, IL-33 IL-17E, IL-22, IL-26
Functions: Intracellular Helminths, Mucus Extracellular Tissue
pathogens, Allergic production,  pathogens, inflammation
Apoptosis of inflammation, Tissue Chronic
tissue cells IgE, inflammation  neutrophilic
Chronic inflammation
eosinophilic
inflammation

ANEXO D: Apresentacdo de antigeno a células T naive por células dendriticas e outros fatores indutores de
interleucinas na diferenciagdo de células T auxiliares em subpopulagdes (AKDIS et al., 2011, P. 703).
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ANEXO E

Classical Population subsets
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ANEXO E: Diferenciagdo de células T. A visdo monolitica classica: ideia de que estas subpopulacdes se
comportam como linhagens, com fendtipo inflexivel. Por conseguinte, estas subpopulagdes expressam fatores
de transcricdo que selecionam as citocinas a serem produzida (A). Flexibilidade e plasticidade das células T
auxiliares. Estudos recentes tem revelado o carater transiente da ativagdo celular, alterando as citocinas
produzidas, devido a apresentarem os fatores de transcri¢do de modo temporario, algumas vezes até mais de
um destes fatores (B) (O'SHEA; PAUL, 2010, p 1099).
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|AJ Common in vitro generated macrophages Ex vivo macrophages
BM monocyte CD14* monocyte BM monocyte
y " y R i
(:2 : ) (g:) Thioglycollate
CSF-1 CSF-1 GM-CSF
Tissue sources
; i Lavage
CD11b* macrophage
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]
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ANEXO F: Espectro de ativagdo de macrofago (MURRAY, et al., 2014, p. 340).
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ANEXO G

Healing € > Non-healing
Macrophages and Dendritic cells

ARGINASE

ANEXO G: Mecanismo que influenciam na expansao de células T auxiliares, bem como a resposta imune adaptativa
subsequente a infec¢do por Leishmania major, fungdo e determinagio da resolugdo da doenca (ALEXANDER;
BROMBACHER, 2012, p. 2).



ANEXO H

Lophotrochozoa

Cnidaria (sea anemone)

Eumetazoa s I

Ecdysozoa

Mollusk (abalone/scallop) )

Bilateria

Arthropods (Drosophila)

Deuterostomia

Echinoderms (sea urchin)

Chordata hu

Vertebrata

—L

y I

Urochordates (sea squirts)
Cephalochordates (amphioxus)
Teleost (Danio)

Teleost (Oncorhynchus)
Amphibian (Xenopus)

Avian (Gallus)

Mammals (Homo)

TNF

TNF  Adaptors

ligands receptors

>1

2
1
4
2

?

1(1) 6(2)
1(1)
1(0) 5(2)
7(3) 7(3)
2(1)

>2(?)

~33(8)
?
>3(3)
114)
298)  11(5)

ANEXO H: Filogenia baseada em ligantes, receptores e moléculas adaptadoras da Superfamilia de TNF. Os nimeros em
parénteses indicam o numero de receptores ou adaptadores com dominios de morte (WIENS; GLENNEY, 2011, p. 1328).
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ANEXO I
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ANEXO I: Diagrama representativo dos ligantes e receptores da Superfamilia do TNF em mamiferos (AGGARWAL,

2003, p. 747).



ANEXO J
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ANEXO J: Diagrama simplificado representando a sinalizacdo do TNF vias seus receptores (TRACEY, 2008, p. 249).
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ANEXO K
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ANEXO K: Sinalizacdo do TNF via seus receptores. (A) Sinalizacdo via TNFR1. (B) Sinalizagdo via TNFR2.

(C) Sinalizagdo celular cruzada entre TNFR1 e TNFR2 (NAUDE et al., 2011).
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